An dte ner et a
g AUﬁdtze B. Castag t al.

. . . DOI: 10.1002/ange.201104384
Antivirulenzmittel [ang

Therapien gegen Bakterientoxine

Mattias E. Ivarsson, Jean-Christophe Leroux und Bastien Castagner*

Stichwérter:
Bakterientoxine - Inhibitoren -
Toxikologie - Wirkstoff-Forschung

Angewandte

Chemie

4098 www.angewandte.de © 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2012, 124, 4098 — 4121



Antivirulenzmittel

P roteintoxine sind die hauptsdchlichen Virulenzfaktoren einiger

Angewandte

Aus dem Inhalt

Bakterienarten und haben sich in der Wirkstoff-Entwicklung als

vielversprechende Zielstrukturen erwiesen. Leitsubstanzen, die auf
Bakterientoxine abzielen, variieren von niedermolekularen Verbin-
dungen zu polymeren Bindungsstoffen, und sie greifen beim Mecha-
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nismus der Toxin-vermittelten Pathogenitdt in jeden der vielen Schritte

ein. Auch wenn in diesem Bereich in letzter Zeit bedeutende Fort-
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schritte erzielt wurden, hat es bisher noch kein rational entwickelter
Wirkstoff gegen Toxine zur Marktreife gebracht. Dieser Aufsatz bietet
einen Uberblick iiber den Stand der Forschung bei der Entwicklung
von Wirkstoffen gegen Bakterientoxine, mit kritischer Beleuchtung der
erzielten Durchbriiche wie auch der noch zu nehmenden Hiirden. Die

Diskussion konzentriert sich auf Proteintoxine vom A-B-Typ, die von
vier Bakterienarten sezerniert werden, nimlich Clostridium difficile
(Toxine A und B), Vibrio cholerae (Cholera-Toxin), enterohdimor-
rhagische Escherichia coli (Shiga-Toxin) und Bacillus anthracis
(Anthrax-Toxin). Dies sind die Krankheitserreger, fiir die Therapien

zu verbessern sind.

1. Einleitung

Proteintoxine bilden einen wesentlichen Bestandteil der
Virulenzfaktoren, die die gesundheitsschéddlichen Folgen pa-
thogener Bakterien vermitteln. Seit der Entdeckung des
Diphtherie-Toxins im Jahr 1888 wurden iiber 300 Bakterien-
toxine identifiziert, und viele von ihnen sind derzeit als Aus-
loser zahlreicher bakterieller Erkrankungen anerkannt.!
Dazu gehoren bekannte Krankheiten wie Cholera und Milz-
brand sowie neu auftretende Bedrohungen wie Infektionen
mit Clostridium difficile (CDI).

Antibiotika sind noch immer die bevorzugte Behand-
lungsmethode bakterieller Erkrankungen. Allerdings bieten
Therapien gegen Virulenzfaktoren einige Vorteile gegeniiber
solchen, die auf die Bakterien selbst abzielen.” Erstens iiben
diese Therapien weniger evolutiondren Druck auf Bakterien
aus und fiihren daher mit geringerer Wahrscheinlichkeit zum
Auftauchen resistenter Stimme — einem Problem, das als eine
der groBten Herausforderungen des 21. Jahrhunderts gilt.¥
Zweitens konnen Toxine fortlaufend Symptome hervorrufen,
sogar nachdem die Bakterien aus dem Wirt entfernt
wurden. Drittens vermeiden nichtantibiotische Therapien
die Zerstorung der normalen Mikrobiota, wie sie normaler-
weise bei Antibiotikatherapien auftritt.

Bakterielle Toxine weisen erstaunlich vielféltige Wirk-
mechanismen auf: Sie konnen auf Rezeptoren der Zellober-
flaiche einwirken, die Plasmamembran zerstéren oder enzy-
matisch intrazellulire Zielstrukturen modifizieren.!"! Der
letztgenannte Typ ist als A-B-Toxin bekannt, mit der bin-
denden (B-)Untereinheit, die Rezeptorbindung und Toxin-
translokation beeinflusst, und der aktiven (A-)Untereinheit,
die eine enzymatische Doméne enthilt, die die zelluldre
Homoostase stort.”] Das detaillierte Verstindnis dieser Me-
chanismen hat es Wissenschaftlern ermoglicht, kreative An-
sédtze zur Hemmung von Bakterientoxinen zu entwickeln. Die
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Stufen des molekularen Pathogeni-
titsmechanismus freigesetzter A-B-
Toxine sind in Abbildung 1 gezeigt.
Dieser Aufsatz stellt verschiedene
chemische Therapieansidtze vor, die
auf diese Stufen einwirken, liefert den
Kontext, um sie zu verstehen, und be-
spricht die besonderen Schwierigkei-
ten bei der Umsetzung dieser Kon-
zepte in wirksame Therapien. Der
erste Abschnitt gibt einen Uberblick iiber die vorhandenen
Kenntnisse zur Pathogenese und iiber aktuelle Therapien
gegen Toxin-vermittelte Krankheiten, die von vier gut do-
kumentierten Bakterienarten hervorgerufen werden (Clo-
stridium difficile, Vibrio cholerae, enterohdmorrhagische
Escherichia coli und Bacillus anthracis). Der zweite Abschnitt
beschreibt ausgewihlte Behandlungsmethoden zur Hem-
mung der Toxinpathogenitit.
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Abbildung 1. Stufen der Pathogenese von Bakterientoxinen in eukary-
otischen Zellen, die magliche Angriffspunkte fiir Wirkstoffe sind.
Solche Molekiile umfassen polymere Bindungsstoffe, unlésliche Sorpti-
onsmittel, Peptide, Peptidanaloga und nichtpeptidische niedermoleku-
lare Verbindungen. [a] Die Prozessierung kann vor der Internalisie-
rung/Translokation geschehen (z.B. Anthrax-Toxin).

[*] M. E. Ivarsson, Prof. ).-C. Leroux, Dr. B. Castagner
Institut fiir Pharmazeutische Wissenschaften, ETH Ziirich
Wolfgang-Pauli-Strasse 10, Zirich (Schweiz)
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1.1. Clostridium difficile (Toxin A und B)

CDI ist fiir ein Spektrum von Krankenhausinfektionen
verantwortlich, von leichtem Durchfall bis zu lebensbedroh-
lichen Zustinden wie toxischem Megakolon, septischem
Schock oder Darmdurchbruch.!®! Die drei groBen Risikofak-
toren fiir CDI sind antibiotische Behandlung, Krankenhaus-
aufenthalt und Alter.” Eine Behandlung mit Breitbandanti-
biotika gegen Anaerobier verdndert das Gleichgewicht von
Bakterienarten im Darm. Diese Dysbiose erleichtert die
Kolonisierung des Dickdarms mit C. difficile.””) In den letzten
15 Jahren erregte C. difficile wegen massiver Zunahme der
Zahl und des Schweregrads von Infektionen in Nordamerika
und Europa Aufmerksamkeit.®! Diese Beobachtungen
wurden zu dem Ausbruch eines epidemischen, hypervirulen-
ten Stammes von C. difficile, der als Toxintyp III Ribotyp 027
klassifiziert wurde, zuriickverfolgt.”! Der erhohte Schwere-
grad von C.-difficile-assoziierten Krankheiten ist durch ein
vermehrtes Auftreten von toxischem Megakolon (mehr Fille
bei jiingeren Patienten), hohere Riickfallquoten und mehr
Todesfille gepriigt.'!

C. difficile kolonisiert den Darm, indem es Flagellen und
Proteasen nutzt, um zur enterozytischen Schicht durchzusto-
Ben, an die es mithilfe von Adhésinen bindet.[! Hier sondert
es drei Toxine ab, die unterschiedlich zur Virulenz beitragen:
Toxin A (TcdA), Toxin B (TcdB) und C.-difficile-Transferase
(CDT)." CDT ist ein bindres, Actin-ADP-ribosylierendes
Toxin, das in Zellen die Bildung von Mikrotubuli-Projektio-
nen hervorruft. Seine Rolle bei der Virulenz von C. difficile
bleibt allerdings unklar.'? TcdA und TcdB sind Glucosyl-
transferasen (GTs), die das Actin-Zytoskelett durch Glu-
cosylierung der in menschlichen Zellen vorkommenden Rho-
GTPasen RhoA, Rac und Cdc42 verindern.! Die Wirkung
beider Toxine auf die Regulationsmaschinerie des Zytoske-
letts fiihrt zur Zellrundung und schlieBlich zum Zelltod.""
TcdA und TedB sind fiir die Pathogenese verantwortlich.
Allerdings finden sich widerspriichliche Berichte dariiber,
welche Form schédlicher ist. In Infektionsmodellen ist TcdB
wichtiger als TcdA, aber Stamme, die nur das zweite Toxin
produzieren, konnen bei Hamstern immer noch zu Krankheit
und Tod fiihren.[™!

Die eng verwandten Toxine TcdA und TcdB konnen in
vier funktionelle Doménen eingeteilt werden: eine C-termi-
nale Rezeptor bindende Domiéne, eine hydrophobe Translo-
kationsdoméne, eine autoprozessierende Cysteinproteasedo-
méne (CPD) und eine Glucosyltransferasedomine (Abbil-
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dung 2).11% TcdA und TcdB binden Enterozyten iiber ihre
Rezeptor bindende Domine.'”! TcdA bindet an Glycopro-
tein96 (gp96) auf der Oberfliche von menschlichen Darm-
epithelzellen, Details der Wechselwirkung sind allerdings
noch unbekannt.’® TcdA bindet an unterschiedliche Gly-
cane, z.B. an das Trisaccharid aGal(1-3)pGal(1-4)GIcNAc,
einen Zucker, der jedoch in menschlichem Gewebe nicht
vorhanden ist."”! Die Charakterisierung des Rezeptors fiir
TcdB ist sogar noch schwieriger, trotz der Tatsache, dass
TcdB auf ein breites Spektrum von Zelltypen toxisch wirkt,
was auf eine ubiquitdre Expression seines Rezeptors schlie-
Ben lisst.' Sind TcdA und TedB einmal an die Zelloberfli-
che gebunden, werden sie durch Endozytose internalisiert

Rezeptor bindende
Doméne

TcdA

Abbildung 2. Struktur von TcdA (nachgewiesen durch Negativfirbung-
Elektronenmikroskopie) mit der Glucosyltransferase- (rot), der Cystein-
Protease- (blau), der Translokations- (gelb) und der Rezeptor binden-
den Domine (griin). Das rechte Bild ist eine Uberlagerung des linken
Bildes mit bekannten Kristallstrukturen.®

(Abbildung 3). Ansduerung des endosomalen Komparti-
ments bewirkt eine Konformationsdnderung, die die hydro-
phobe Region in der Doméne, welche vermutlich die Bin-
dungstaschen bildet, freilegt und zur Membraninsertion fiihrt,
wobei der N-Terminus in das Zytosol hineinragt und der C-
Terminus im endosomalen Kompartiment verbleibt.!'*!
Myo-Inosithexakisphosphat (IP6), ein Signalmolekiil, das
hauptsidchlich im Zytosol vom Saugetierzellen vorkommt,
bindet an die CPD, nachdem sie ins Zytosol iiberfiihrt worden
ist, und aktiviert sie, was eine Autoprozessierung der Toxine
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tischen Wissenschafien an der Universitit
Genf bei Prof. R. Gurny und verbrachte
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Prof. R. Siegel an der University of Califor-
nia, San Francisco. Bevor er 2008 zur ETH
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Abbildung 3. Molekularer Wirkmechanismus von TedA und TedB. Die
Toxine binden an die Oberfliche von Enterozyten iiber die Rezeptor
bindende Domine und werden durch Endozytose aufgenommen. An-
sduerung des Endosoms bewirkt eine Uberfiihrung der enzymatischen
Domine und der CPD in das Zytosol. Zytosolisches IP6 bindet dann
an die CPD, wodurch sie aktiviert und eine Autoprozessierung ausge-
I6st wird. Die freigesetzte enzymatische Domane katalysiert die Uber-
tragung eines Glucoserestes auf einen konservierten Threoninrest auf
Rho/Ras-Proteinen, was Downstream-Signaltbertragungswege blo-
ckiert.

bewirkt.”!! Eine Toxinspaltung setzt die Glucosyltransfera-
sedomine in das Zytosol frei, wo sie die Pathogenese indu-
ziert.

CDI ist ein zunehmendes Problem, mit mindestens
250000 eingelieferten Féllen pro Jahr, einer Sterblichkeitsrate
von 1-2.5% und geschitzten Kosten von jdhrlich einigen
Hundert Millionen Dollar in den USA.? Orale Gabe von
Vancomycin oder Metronidazol sind nachweislich die wirk-
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samsten Therapien gegen CDI seit den 1980er Jahren.*

Neueste Studien mit Fidaxomicin, einem Schmalbandanti-
biotikum mit hoher Selektivitidt fiir C. difficile gegeniiber
anderen Bakterien, zeigte dhnliche Heilungsraten wie Van-
comycin bei einer geringen Riickfallquote.?!! Fidaxomicin
wurde von der FDA im Mai 2011 genehmigt und konnte
Vancomycin bei der Erstlinientherapie gegen CDI erset-
zen.®!

Die Behandlung von CDI mit Antibiotika hat einige
Nachteile: Erstens gibt es wachsende Bedenken beziiglich der
Bildung Antibiotika-resistenter Stimme, die eine Therapie
erschweren. Zweitens wurde von hohen Riickfallraten nach
einer Antibiotikatherapie berichtet.”* Drittens wurde eine
steigende Zahl von Fillen gemeldet, die nicht auf Antibiotika
ansprechen.*!

Therapien gegen C.-difficile-Toxine anstatt gegen das
Bakterium selbst haben den Vorteil, die Homdostase der
natiirlichen Darmflora zu erhalten. Dies ist besonders wich-
tig, da bei Individuen mit einer gesunden Darmflora das
Vorhandensein endogener Bakterien als schiitzende Barriere
gegen die Vermehrung von C. difficile wirkt.

Stamme von C. difficile, die nicht die Toxine exprimieren,
aber mit dem Pathogen konkurrieren konnen, befinden sich
in Phase-II-Tests.””) In klinischen Studien verminderten aus-
schlieBlich menschliche monoklonale Antikorper gegen
TcdA und TcdB bei gemeinsamer Verabreichung mit Anti-
biotika die Wahrscheinlichkeit eines CDI-Riickfalls.”® Au-
Berdem befindet sich ein Toxoidvakzin, das die inaktivierten
Toxine A und B enthilt, derzeit in klinischen Tests der Pha-
se I

1.2. Vibrio cholerae (Cholera-Toxin)

Cholera ist eine Durchfallerkrankung, die von V. cholerae
verursacht wird, einem Bakterium, das durch kontaminierte
Nahrungsmittel und Wasser iibertragen wird.®” Cholera ist in
vielen Regionen endemisch, und die Weltgesundheitsorgani-
sation schétzt die durch Cholera verursachten Todesfélle auf
jahrlich 120000.°Y Es ist oft schwierig, die Cholerasymptome
von denen anderer Durchfallerkrankungen zu unterscheiden,
was Diagnose und Meldung erschwert. Cholerasymptome
umfassen volumindsen, wassrigen Durchfall und Erbrechen
und treten nach einer Induktionszeit von 1-5 Tagen auf. Die
Behandlung besteht aus einer einfachen parenteralen und/
oder oralen Rehydrierung. Allerdings muss die Behandlung
schnell erfolgen, da eine schwere Dehydrierung innerhalb
weniger Stunden nach dem Beginn der Erkrankung zum Tod
fithren kann. Aus diesem Grund ereignen sich die meisten
durch Cholera verursachten Todesfélle in Lindern mit ein-
geschranktem Zugang zu medizinischer Versorgung. Daher
konnte unter solchen Umstdnden auch eine erfolgreiche To-
xintherapie nur beschrinkt helfen. Auch erschweren die
grolen Wassermengen, die vom Diinndarm abgegeben
werden, die Entwicklung oraler Therapien. Pravention durch
hygienische MaBBnahmen, verbesserter Zugang zu medizini-
scher Versorgung und die Entwicklung von neuen oralen
Impfstoffen sind hochstwahrscheinlich die Mittel, um durch
Cholera verursachte Todesfille zu verhindern.
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CT ist ein Toxin vom ABs-Typ, das aus einer enzymati-
schen A-Untereinheit und einer ringdhnlichen pentameren
B-Untereinheit besteht, die eine Rolle bei der Aufnahme in
die Zelle spielt (Abbildung 4).*?! Einzeln sind weder die A-
noch die Bs-Untereinheit toxisch. Die A-Untereinheit besteht
aus zwei Teilen: Al ist der enzymatische Teil des Toxins, der
fiir die Toxizitdt verantwortlich ist und der mit der penta-
meren Bs-Untereinheit iiber die A2-Doméne verkniipft ist.
Die Al- und A2-Doménen sind iiber eine Disulfidbriicke
verbunden.!

CT-Bs-Bindungsstellen

Abbildung 4. A) Die ABs-Struktur des Cholera-Toxins (PDB: 1XTC).P
B) Die Bs-Untereinheit, kokristallisiert mit GM1 (PDB: 3CHB).**!

Die B5-Untereinheit bindet an GM1-Ganglioside auf der
Zelloberfliche (Abbildung 5).5%! Nach der Endozytose wird
das gesamte Toxin durch retrograden Transport iiber das
trans-Golgi-Netzwerk (TGN) zum endoplasmatischen Reti-
kulum (ER) transportiert.’”) An dieser Stelle trennt sich die
Al-Domine vom A2-Bs-Komplex, entfaltet sich und wird in
das Zytosol iiberfiihrt, indem sie den ER-assoziierten Ab-
bauweg nutzt.***! Die Al-Untereinheit ist eine ADP-Ribo-
syltransferase, die eine Substratspezifitit fiir die trimere Gsa-
Komponente der Adenylylcyclase (AC) aufweist. Sobald AC
ADP-ribosyliert ist, bleibt sie in ihrer aktiven GTP-gebun-
denen Form, was zu erhohten Konzentrationen von cycli-
schem AMP (cAMP) und Chloridionen fiihrt, was im An-
schluss eine massive Flissigkeitsausscheidung aus dem
Diinndarm auslost.

CT ist zu ungefihr 80 % mit dem hitzelabilen Toxin (LT)
von E. coli homolog und adressiert den gleichen Zellober-
flachenrezeptor. Enterotoxigenes E. coli (ETEC), das LT
und/oder das hitzeresistente Toxin (ST) produziert, ist fiir den
so genannten Reisedurchfall verantwortlich, der von Cholera
symptomatisch nicht unterscheidbar ist.

Aufgrund ihrer fehlenden Toxizitédt und starken antigenen
Wirkung auf Schleimhéute ist die rekombinante B-Unter-
einheit von CT, zusammen mit verschiedenen inaktivierten
V.-cholerae-Staimmen, ein Teil des oralen Choleravakzins
Ducoral.” Eine Antikorpertherapie scheint in Situationen,
in denen die Ausstattung mit grundlegender medizinischer
Versorgung diirftig ist, wegen der Kosten und der schweren
Belastungen fiir den Gastrointestinal(GI)-Trakt sehr un-
wahrscheinlich. Allerdings schiitzte Eigelb-IgY von Hennen,
die mit inaktivierter B-Untereinheit aus Bakterien und von
CT immunisiert worden waren, Saugferkel vor einer V.-cho-
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Abbildung 5. Molekularer Wirkmechanismus von CT. Das gesamte
Toxin bindet an das GM1-Gangliosid mit nachfolgender Endozytose.
Nach einem retrograden Transport iiber das TGN erreicht die A1-Un-
tereinheit das Zytosol, wo sie die trimere Gsa-Komponente der Adeny-
lylcyclase ADP-ribosyliert.

lerae-Infektion." IgY aus Eiern hat verschiedene Vorteile:
Es kann billiger produziert, lyophilisiert und oral verabreicht
werden.

1.3. Enterohdmorrhagisches Escherichia coli (EHEC)

Das enterohdmorrhagische Escherichia coli (EHEC) ist
ein wichtiges Pathogen, das durch Nahrungsmittel und
Wasser iibertragen wird und eine schwere Magen-Darm-
Entziindung (so genannte ,,Hamburger-Krankheit*) hervor-
ruft“! Bs produziert das phagenkodierte Shiga-like-Toxin
(SLT, auch Shiga-Toxin oder Vero-Toxin) als seinen haupt-
sdchlichen Virulenzfaktor. Das Shiga-Toxin, der Namensvet-
ter der SLTs, war urspriinglich bei der Untersuchung von
Shigella dysenteriae entdeckt worden, welches das Toxin
produziert. Der Name wurde aber beibehalten, um die sehr
nahe verwandten SLTs zu beschreiben, die von E. coli pro-
duziert werden. Das Stx aus S. dysenteriae und das Stx1 aus
E. coli sind fast identisch. Stx1 und Stx2, ein anders SLT, das
von manchen EHEC-Stimmen produziert wird, weisen un-
gefihr 60% Sequenzhomologie auf. Der hauptsichliche
Verursacher der Ausbriiche in Europa und Nordamerika ist
iiblicherweise E. coli O157:H7, auch wenn einige kiirzliche
Ausbriiche in Europa vom 0104:H4-Stamm ausgelost

Angew. Chem. 2012, 124, 4098 — 4121
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wurden.**! SLTs werden von Bakterien im Lumen des GI-
Trakts freigesetzt, was Durchfall verursacht; sie durchdringen
anschlieBend die Submucosa des Darms und gelangen in den
Blutkreislauf. Dies kann, besonders bei Kindern, akute Nie-
renschéddigung und Komplikationen im Zentralnervensystem
hervorrufen.”! In Regionen, wo das Bakterium endemisch
ist, ist EHEC die Ursache fiir die meisten aller hamolytisch-
uremischen Syndrome (HUS) bei Kindern. HUS ist eine le-
bensbedrohliche Krankheit, allerdings sind die derzeitigen
Therapien hauptséchlich unterstiitzend, und Antibiotika sind
moglicherweise sogar schidlich,*! vielleicht wegen der bak-
teriellen Lyse oder einer erhohten SLT-Produktion.* Der
normale Verlauf einer Infektion mit E. coli O157:H7 fiihrt
drei Tage nach der Infektion mit dem Bakterium zu Durch-
fall, 1-3 Tage spiter gefolgt von blutigem Durchfall.**! Dies
ist normalerweise der Zeitpunkt, zu dem der Patient medi-
zinischen Rat sucht, und ein Bakterienkulturtest zeigt, dass
EHEC-Bakterien vorhanden sind. Die Krankheit kann im
Anschluss abklingen, aber sich auch zu HUS verschlechtern.
HUS ist durch mikrovaskuldre Blutgerinnsel und geschwol-
lene endotheliale Nierenzellen gekennzeichnet, was von zir-
kulierenden SLTs hervorgerufen wird. Sobald das Vorhan-
densein von EHEC nachgewiesen ist, ist die vom Toxin ver-
ursachte Schidigung normalerweise schon weit fortgeschrit-
ten, was schnelle MafBnahmen ausschlaggebend fiir den
Erfolg aller Toxintherapien macht.[*l Neueste Berichte be-
legen, dass beim HUS die Nierenschddigung durch SLTs
teilweise durch das Komplementsystem vermittelt wird und
dass der monoklonale C5-Antikérper Eculizumab bei Kin-
dern zur Behandlung von HUS niitzlich sein kann.*”

SLTs sind Toxine des ABs-Typs, dhnlich wie CT (Abbil-
dung 6)."! Das zusammengesetzte Toxin wechselwirkt iiber
seine Bs-Untereinheit mit dem Globotriaosylceramid Gb,™*!
auf der Zelloberfldche, was eine Endozytose nach sich zieht
(Abbildung 7),"” und wird iiber retrograden Transport vom
Endosom zum ER iiberfiihrt.”"! Die A-Untereinheit besteht
aus zwei Teilen: Die N-terminale Al-Doméne ist die enzy-

Stx2 AB:

Stx1-Bs-Bindungsstellen

Abbildung 6. A) Struktur von Stx2. Das B-Pentamer ist vielfarbig, die
A2-Untereinheit cyan und die Al-Untereinheit schwarz dargestellt. Die
enzymatische Bindungstasche ist in Magenta und die Disulfidbriicke,
die die Al- und A2-Untereinheiten verbindet, in Orange hervorgeho-
ben. Die Schleife, die eine proteolytische Spaltung eingeht, ist nicht in
der Kristallstruktur enthalten und wird durch eine schwarze gepunktete
Linie dargestellt (PDB: TR4P).B“*! B) Bindungsstellen von Stx1. Die
Punkte 1-3 sind an einer B-Untereinheit griin, blau bzw. magenta her-
vorgehoben, und die kokristallisierten Kohlenhydrate sind in den zuge-
hérigen Farben gezeigt (PDB: 1BOS).P")
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Abbildung 7. Molekularer Wirkmechanismus von SLTs aus E. coli. Die
Bs-Untereinheit bindet an den Zelloberflichenrezeptor. Das Toxin
durchliuft anschlieRend den retrograden Transport zum ER, in dessen
Verlauf es von Furin prozessiert wird, was die enzymatische Al-Unter-
einheit vom A2-Bs-Koplex freisetzt. Die Al-Untereinheit wird nachfol-
gend in das Zytosol tiberfiihrt, wo sie letztlich die Proteinsynthese ver-
hindert.

matische Domiine, die durch eine Protease von der C-termi-
nalen A2-Domaine freigesetzt wird, die mit dem B-Pentamer
wechselwirkt (Abbildung 6). Die proteolytische Spaltung
wird durch Proprotein-Konvertasen wie Furin im Golgi-Ap-
parat und im Endosom vermittelt.”?! Die Reduktion einer
Disulfidbindung ist ebenfalls fiir eine vollstdndige Freisetzung
der Al-Untereinheit notig, die schlieBlich iiber Chaperon-
vermittelten Transfer das Zytosol erreicht,*™ wo sie auf die
28S-RNA der ribosomalen 60S-Untereinheit wirkt.®Y Die A-
Untereinheit der SLTs und das nahe verwandte Ricin-Toxin
(RT, Ricinus communis) sind beides N-Glycosidasen, die
letztlich die Proteinsynthese unterbinden.”*>*! Ein anderes
ABs-Toxin, Subtilase-Cytotoxin (SubAB), das von E. coli
freigesetzt wird, wurde kiirzlich entdeckt.”® SubAB kann
pathologische Merkmale hervorrufen, die denen von HUS in
Mausen dhneln. Seine Bedeutung fiir HUS im Rahmen einer
EHEC-Infektion ist allerdings weiterhin unklar.

Von den beiden Toxinen wurde Stx2 mit schwerwiegen-
deren Krankheitsverldufen in Verbindung gebracht und ist
deshalb das wichtigste Ziel fiir therapeutische MaBnah-
men.” Stx1 und Stx2 unterscheiden sich leicht in ihrer
Kohlenhydrat bindenden Doméne. Stx2 wurde, anders als
Stx1, noch nicht in der Gegenwart von gebundenem Koh-
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lenhydrat kristallisiert.”” Stx1 hat drei verschiedene Bin-
dungsstellen, die alle wichtige Rollen fiir die Zytotoxizitit
spielen (Abbildung 6B).” Allerdings scheint das Gb;-Tri-
saccharid in Losung hauptséichlich an die Bindungsstelle 2 zu
binden, zum Teil an Bindungsstelle 1, aber nicht an Bin-
dungsstelle 3.°7% Kiirzlich wurde gezeigt, dass Stx2 eine
hohere Bindungsaffinitit zu einem N-Acetylgalactosamin-
terminierten Gb; aufweist und dass diese Bevorzugung mit
der Bindungsstelle 2 zusammenh:ingt.*!! Das Bakterium kann
SLTs in AuBenmembranvesikel sezernieren, aber die Be-
deutung dieses Sachverhalts in der Pathogenese bleibt weiter
unklar.[®]

Drei humanisierte Maus-IgGlk-Antikorper gegen SLTs
wurden in Phase-I-Studien getestet.!”®] Auferdem werden
derzeit humane monoklonale Antikorper untersucht: caStx1
und caStx2 (Shigamabs), die gegen die Stx1B- bzw. Stx2 A-
Untereinheit gerichtet sind, und Urtoxazumab (TMA-15),
das gegen die Stx2B-Untereinheit gerichtet ist.>*! Sie alle
wurden an gesunden Erwachsenen getestet, und zudem
wurde die Sicherheit von Urtoxazumab in EHEC-infizierten
Kindern bewertet. Beide Formulierungen zeigten sich als gut
vertréglich, mit Halbwertszeiten von iiber neun Tagen, sodass
eine einzige Injektion beim ersten Auftreten von Symptomen
theoretisch bis zum Ausbruch von HUS geniigen sollte. Es
muss sich noch erweisen, ob diese Antikérper einen Schutz
bieten, wenn sie Patienten verabreicht werden, bei denen
nach eine paar Tagen Durchfall EHEC diagnostiziert wird.
Ein anderes wichtiges Problem fiir die Entwicklung von
Therapien gegen solche seltenen Krankheiten besteht darin,
eine angemessene klinische Studie mit klaren priméren
Endpunkten zu entwerfen und eine Testgruppe zur Verfiigung
zu haben, die grof} genug ist, um statistische Signifikanz zu
erreichen. Dies ist sicherlich ein echtes Problem bei HUS,
auch wenn Linder mit einem erhohten Vorkommen, wie
Argentinien, groBe Testgruppen bieten kénnten.”! Solche
Lénder mit endemischen EHEC-Infektionen kénnten auch
moglicherweise von einem Impfstoff gegen EHEC oder
gegen dessen Toxine profitieren. Der Nutzen einer solch
weitverbreiteten Immunisierung in anderen Landern ist
unklar.

1.4. Bacillus anthracis (Anthrax-Toxin)

Das Anthrax-Toxin ist ein dreiteiliges Toxin, das vom
Sporen bildenden Bakterium Bacillus anthracis abgesondert
wird."! Eine Infektion mit B. anthracis kann kutan, gastro-
intestinal oder pulmonal (durch Inhalieren) erfolgen, was
alles, falls nicht angemessen behandelt, zu einer systemischen
Milzbranderkrankung mit todlichem Ausgang fithren kann.!
Milzbrand (vor allem Lungenmilzbrand) beim Menschen
wird intensiv beforscht, da die Sporen von B. anthracis be-
sonders elastisch sind und schnell in eine Aerosolform iiber-
fiilhrt werden koénnen, wodurch sie als biologische Waffe
missbraucht werden konnen. ")

Die drei Proteine, aus denen das Anthrax-Toxin zusam-
mengesetzt ist, heiBen Lethal Factor (LeF), Edema Factor
(EF) und Protective Antigen (PA).[! LeF ist eine Zink-Pro-
tease, die Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinasen (MKK)
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am Aminterminus spaltet.® EF ist eine Ca**/Calmodulin-
abhingige Adenylatcyclase, die die zytosolische Konzentra-
tion an cAMP auf pathologische Konzentrationen erhoht )
PA wird als 83-kDa-Protein freigesetzt, das an einen von zwei
zelluldren Rezeptoren bindet: Tumor Endothelial Marker 8
(TEMS oder ANTXR1) oder Capillary Morphogenesis Pro-
tein 2 (CMG2 oder ANTXR2)." PAy, wird von einer Pro-
tease auf der Zelloberflidche oder in extrazellulirer Umge-
bung zu einem 63 kDa schweren Protein gespalten, wodurch
seine Heptamerisierung in eine ringéhnliche Struktur er-
moglicht wird (Abbildungen 8 und 9).""! PAg; ist besonders

PAgs-Heptamer

Abbildung 8. Kristallstruktur der heptameren Pripore von PAg;.

A) (PAg;); von oben aus betrachet. B) Seitenansicht des gleichen
Heptamers. Zwei Monomere wurden zur Veranschaulichung entfernt
(PDB: 1TZ0)."

empfindlich gegen eine Spaltung durch Furin und andere
Proprotein-Konvertasen (PCs)."? Ist PA einmal gespalten, an
die Zelloberfldche gebunden und heptamerisiert, bindet es an
LeF und/oder EF, und der Komplex wird iiber Clathrin-ab-
hiangige Endozytose aufgenommen. Die Ansduerung des
Endosoms fiihrt zu einer Einbindung von (PAg;); in die
Membran und zur Bildung einer Pore, durch die gebundenes
LeF und/oder EF schlieBlich in das Zytosol iibergehen."™
PA-assoziiertes LeF und EF sind als Lethal Toxin (LeT) bzw.
Edema Toxin (ET) bekannt, wobei LeT als der Hauptviru-
lenzfaktor gilt.™™ Keines dieser drei Proteine ist alleine to-
xisch.[

Antibiotika, Impfungen und passive Immunisierung
werden alle als Milzbrandprophylaxe eingesetzt." Zwar
verhindern diese Mittel wirkungsvoll den Ausbruch von
Milzbrand, jedoch ist im Falle einer plotzlichen und uner-
warteten Verbreitung von Anthrax-Sporen anstatt vorbeu-
gender MaBnahmen ein Zugang zu effizienten Therapien
notwendig. Die empfohlene Therapie gegen Milzbrand be-
schréinkt sich derzeit auf eine Verabreichung von Antibioti-
ka.l Allerdings kann trotz effizienter Eliminierung von
B. anthracis eine Toxinanhdufung in infizierten Patienten
immer noch zum Tod fiihren, vor allem bei Lungenmilzbrand,
wo die Krankheit sehr schnell fortschreitet.*”! Beendete kli-
nische Tests der Phase III sowie Tierversuche an Hasen und
Affen mit Raxibacumab, einem humanen monoklonalen
Antikorper, der gegen PA gerichtet ist, sprechen dafiir, dass
eine Therapie gegen Anthrax-Toxine alleine zur Behandlung
einer B.-anthracis-Infektion ausreicht.™ Allerdings fiihrt die
grofie Flexibilitdt von PA dazu, dass es leicht in eine Anti-
korper-resistente Form umgewandelt werden kann.” Zu-
sammen mit den hohen Kosten des Antikorpers und den
Dosierungsbeschrinkungen (40 mgkg™") spornt diese Tatsa-
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Abbildung 9. Molekularer Wirkmechanismus von Anthrax-Toxin. Schiit-
zendes Antigen (PAg;; Gréfle: 83 kDa) bindet entweder TEM8 oder
CMG2 auf der Zelloberfliche und wird von PCs wie Furin zu PAg; pro-
zessiert. PAg; heptamerisiert, was die Anbindung von EF und/oder LeF
ermdglicht. Der gebildete Komplex wird durch Endozytose aufgenom-
men, und anschlieBende Ansiuerung des Endosoms fithrt zu einer
Translokation des gebundenen EF und/oder LeF. Einmal im Zytosol,
katalysiert EF die Bildung von cAMP aus ATP, und LeF vermittelt die
proteolytische Spaltung von MKKs, die den Mitogen-aktivierten Prote-
inkinase(MAPK)-Signalweg unterbrechen.

che zur Entwicklung von nichtantibiotischen Toxintherapien
fir die Behandlung von Milzbrand an. Bei der Beurteilung
der Wirksamkeit neuer Therapien ist die Seltenheit des
Lungenmilzbrands allerdings ein erhebliches Hindernis.®

2. Nichtantibiotische Therapieansiitze
2.1. Therapien gegen Toxinbindung/-zusammenlagerung

Alle Toxine des A-B-Typs, die hier vorgestellt werden,
iiben ihre Wirkung auf intrazelluldre Proteine aus und miissen
deshalb die Zellmembran durchdringen, um die Krankheit
auszulosen. Die Anbindung des Toxins an die Zelloberfldache
vor der Internalisierung ist einer der ersten Schritte der Pa-
thogenese und damit ein vielversprechender Angriffspunkt
fiir Wirkstoffe. Einige Methoden wurden vorgeschlagen, um
die Bindung des Toxins an seinen Rezeptor an der Zellober-
fliche zu unterbinden, von unléslichen Sorptionsmitteln und
Polymeren hin zu optimierten multivalenten Liganden.
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2.1.1. Unlésliche Sorptionsmittel

Prinzipiell koénnen unlosliche Sorptionsmittel gegen
Toxine, die im GI-Trakt freigesetzt werden, oral verabreicht
werden, an das Toxin binden und ohne systemische Absorp-
tion mit dem Stuhl ausgeschieden werden. Synsorb ist ein
Sorptionsmittel, das hergestellt wird, indem ein Toxin bin-
dender Kohlenhydratligand an Chromosorb P gebunden
wird, ein Kieselgur, das bei der Chromatographie verwendet
wird. Synsorb-90 (gegen TcdA von C. difficile) und Synsorb-
Pk (gegen SLTs aus E. coli) wurden in klinischen Studien
getestet, filhrten aber letztlich nicht zum Erfolg (1 bzw. 2;
Schema 1).®" In einer Testreihe der Phase I verringerte
Synsorb-Pk bei Kindern nicht den Schweregrad von HUS. Es
wire naheliegend, aus dieser Studie den Schluss zu ziehen,
dass nach einem Krankenhausaufenthalt eine Therapie gegen
SLTs im GI-Trakt zu spat kommt, moglich ist aber auch, dass
die Wirksamkeit von Synsorb-Pk in vivo nicht ausreichte, um
einen Effekt zu beobachten, vielleicht weil seine Neutrali-
sierungsaktivitit gegen Stx2 geringer als die gegen Stx1 ist.[*?
Wabhrscheinlich wire jedoch eine Therapie gegen SLTs im
Blutkreislauf wirksamer.

HO _oH

&gﬂm oH —éﬁ/

OM)LN’O

HO _OH Synsorb-90 (1)
o]
HO Ko
O _oH OH 5
kg;‘“' 2oxR oy . 2 )
o
N
OH 8 H
Synsorb-Pk (2)
/—0
o MNH»
BHeS IS BN
N N N N
H;N N N N N
! N ~ Y N
o J o H )
[
VoA G G
‘=g
L T / Peptoidkigelchen (3)

konservierte Sequenz

Schema 1. Struktur der oralen, unléslichen Wirkstoffe gegen TcdA aus
C. difficile (1), Stx aus E. coli (2) und CT aus V. cholerae (3).

Synsorb-90 enthilt das Trisaccharid aGal(1-3)pGal(1-
4)BGlc, das bekanntermaBen an die Rezeptor bindende
Domine von TcdA und TcdB bindet.®™ In einer Konzentra-
tion von 200 mgkg ' schiitzte Synsorb-90 im Mausmodell vor
TcdA-Enterotoxizitiat. Allerdings erzielte sogar nicht funk-
tionalisiertes ChromosorbP in Konzentrationen von
400 mgkg ™' eine Wirkung, was darauf schlieBen lésst, dass
unspezifische Wechselwirkungen eine Rolle spielten.® Syn-
sorb-90 scheiterte in Tests der Phase III moglicherweise aus
zwei Griinden:®"™ Zum einen ist heute bekannt, dass TcdB
bei der Krankheitsentstehung mindestens genauso wichtig ist
wie TcdA, wobei Synsorb-90 nur gegen TcdA wirkte. Dies ist
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eine interessante Beobachtung, da der Kohlenhydratligand
prinzipiell dazu imstande sein sollte, auch mit der Rezeptor
bindenden Domiine von TcdB wechselzuwirken.™ Ein wei-
terer moglicher Faktor ist, dass die Chromosorbpartikel zu
grof} sind, um in die Schleimhautschicht einzudringen, die die
Enterozyten schiitzt, wihrend C. difficile bekanntermaf3en
diese Schicht durchdringen kann.*%? Wahrscheinlich muss
ein erfolgreicher Wirkstoff auch die Schleimhaut durchdrin-
gen, um die Internalisierung der Toxine zu verhindern.

In den vorhergehenden Beispielen wurden Kohlenhy-
drate dazu eingesetzt, spezifische Bindungen der , Koder-
verbindung“ (decoy) mit dem Toxin aufzubauen. Screening-
Kampagnen konnen dafiir genutzt werden, neue Peptide oder
Peptoidstiicke zu identifizieren, die selektiv an Toxine
binden, sogar wenn der native Rezeptor ein Kohlenhydrat ist.
Peptoide sind kiinstliche Peptidanaloga, deren Seitenketten
an die Amidstickstoffatome auf einem Polyglycinriickgrat
gebunden sind. Da Peptoide resistent gegen enzymatischen
Verdau sind, sind sie vielversprechend als orale Koder. Ein
Peptoid-funktionalisiertes Tentagelkiigelchen, das an CT aus
V. cholerae bindet, wurde identifiziert, indem eine Bibliothek
von bis zu 10° Kandidatenmolekiilen durchmustert wurde (3;
Schema 1).”1 Es ergaben sich zwei Treffer, die beide die
gleiche Konsensussequenz enthielten und die ohne die zwei
letzten, nicht konservierten Reste neu synthetisiert wurden.
Kiigelchen, die mit dieser Konsensussequenz fuktionalisiert
wurden, schiitzten Zellmonoschichten im Darm vor CT, un-
geachtet einer vorherigen Inkubierung der Kiigelchen mit
dem Toxin. Letztlich kénnte die orale Therapie gegen Cho-
lera jedoch durch volumindsen Durchfall erschwert werden.

2.1.2. Lésliche Kéder

Losliche Formen von nativen Rezeptoren, die an der
Bindung und Internalisierung von Toxinen beteiligt sind,
konnen als Koder verwendet werden. Diese Methode wurde
gegen PA aus B. anthracis eingesetzt,[®! mit dem Vorteil, dass
das Toxin nicht in der Art modifiziert werden kann, dass die
Rezeptorbindung umgangen wird, ohne seine Wirksamkeit zu
beeintrachtigen. Losliche Fragmente der PA-Rezeptoren
TEMS und CMG2 wurden in Sdugetierzellen exprimiert und
in vitro sowie in vivo getestet. Im Falle einer Koinjektion mit
gleichen oder fast 4quimolaren Mengen an LT entfaltete der
sCMG2-Koder bei Ratten eine Schutzwirkung. STEMS8 war
in vitro weniger wirksam und schiitzte Ratten bei Infekti-
onsversuchen nicht. Die Unterschiede in der Wirksamkeit
wurden den Unterschieden in der Bindungsaffinitdt zwischen
loslichem Koder und PA zugeschrieben. Tatsdchlich weist
sCMG?2 eine Bindungsaffinitit von 170 pm fiir PA gegeniiber
130 nM fiir sSTEMS auf. Kiirzlich zeigte eine mutierte Form
von sTEMS8 (L56A) eine erhohte Affinitit fiir PA und eine
Schutzfunktion in vivo, dhnlich der von sCMG2.®) In dieser
Studie erbrachte der l16sliche L56A-Koder gegeniiber sCMG2
eine gesteigerte Plasmahalbwertszeit und eine verbesserte
Wirkstoffanreicherung in der Lunge, was seine sCMG2-dhn-
liche Wirkung in vivo trotz geringerer PA-Affinitédt erklért.
Der 16sliche sCMG2-Koder wurde kiirzlich bei einer Infek-
tion von Miusen mit modifizierten Toxinen, die resistent
gegen Antikorper sind, getestet. Wie erwartet behielt die
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losliche Koderverbindung in den Maéusen weiter ihre
Schutzfunktion.” Die Halbwertszeit von sCMG2 im Kreis-
lauf wurde durch Verkniipfung mit einem Fc-Antikorper-
fragment drastisch auf fiinf Tage erhoht.”” Dieser Ansatz
bietet vielleicht eine interessante Ergidnzung oder alternative
Therapie zur Antikorperbehandlung, besonders bei Fillen
einer Exposition gegeniiber als Biowaffe eingesetztem An-
thrax.

2.1.3. Polymere/oligomere Bindungsstoffe

Polymere Bindungsstoffe sind Makromolekiile, die dazu
entwickelt werden, Molekiille im GI-Trakt zu binden und
deren Absorption zu verhindern.”"! Diese Polymere werden
selbst nicht absorbiert und sind daher normalerweise ungiftig.
Zum Beispiel werden Cholestyramin und Colesevelam dafiir
verwendet, Salze der Gallensdure zu binden und ihre Reab-
sorption zu verhindern, was eine Verminderung von Choles-
terol im Plasma bewirkt.””’ Andere Polymere werden bei der
Behandlung von Hyperkalidmie (Kayexalat) und Hyper-
phosphatimie (Sevelamer) eingesetzt, und weitere werden
getestet, besonders fiir die Behandlung von Zgliakie.”™ To-
levamer ist ein polymerer Bindungsstoff, der zum Abfangen
von C.-difficile-Toxinen entwickelt wurde.”" Dieses Polymer
lieferte gute Resultate bei Tests der Phase II, besonders bei
CDI-Riickfillen, aber versagte in klinischen Phase-III-Stu-
dien in einem Nichtunterlegenheitstest gegen Metronidazol
und Vancomycin.*® Das Polymer musste in hohen Konzen-
trationen eingesetzt werden (9 gTag™'), moglicherweise
wegen unspezifischer Wechselwirkung mit Mucinen oder
anderen Proteinen. Tolevamer ist ein hochmolekulares Po-
lystyrolsulfonat, das tiiber elektrostatische und mehrere
schwache hydrophobe Wechselwirkungen an TcdA und (in
geringerem AusmaB) an TcdB bindet.” Die Fihigkeit des
Polymers zur Bindung an TcdB war vielleicht nicht ausrei-
chend angesichts der mittlerweile erkannten Bedeutung von
TcdB bei der Pathogenese.

Polymere konnen mit Erkennungsstrukturen wie Koh-
lenhydraten modifiziert werden, um ihre Spezifitdt zu ver-
bessern. Solche Glycopolymere wurden grofitenteils dazu
eingesetzt, um Bakterientoxine und andere Virulenzfaktoren
wie Adhisine zu binden.® Beispielsweise wurde gezeigt, dass
das Gbs-Trisaccharid (der Rezeptor fiir SLTs), gebunden an
ein Polyacrylamidriickgrat (4; Schema 2), Stx1 wie auch Stx2
bindet und deren Zytotoxizitit hemmt.””! Dariiber hinaus
wurde entdeckt, dass das Polymer wirksam war, wenn es
Méiusen am dritten Tag nach Gabe einer letalen Dosis von
E. coli O157:H7 oral verabreicht wurde.”’*! Diese Befunde
stehen jedoch im Gegensatz zu einem vorherigen Bericht,
dem zufolge das Gbs-Polymer an Stx1, nicht aber an Stx2
binden kann.”™® Die Autoren vermuten, dass der aliphatische
Linker zwischen Gb; und Polymerriickgrat eine aktive Rolle
bei der erfolgreichen Anbindung von Stx2 spielt, was die
unterschiedlichen Befunde erklirt.”” Die Forscher schlugen
vor, dass dieses Polymer ein niitzlicher prophylaktischer
Wirkstoff fiir Menschen sein konnte, die mit EHEC-Patien-
ten in Kontakt gekommen sind oder die bei einem Ausbruch
EHEC ausgesetzt waren.*!
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Schema 2. Multivalente Prasentierung von Gb; zur Hemmung von SLT.

Wegen ihrer einzigartigen pentameren Strukturen stan-
den SLTs und CT im Mittelpunkt vieler eleganter Studien, bei
denen multivalente Anordnungen von Kohlenhydratmole-
kiilen eine hohe Bindungsaffinitét fiir Toxine zeigten. Eines
der bemerkenswertesten Beispiele ist eine pentavalente An-
ordnung von Gbs-Trisacchariden zur SLT-Bindung (Starfish
(5); Schema 2).11 Das Design beruht auf einem Glucosekern
mit fiinf strahlenformig ausgerichteten Abstandhaltern mit
jeweils zwei Gb;-Trisacchariden am Ende, die iiber ihre zen-
tralen Galactosereste angekniipft sind.'"? Starfish wechsel-
wirkte mit subnanomolarer Affinitdt mit Stx1 und mit nied-
riger nanomolarer Affinitdt mit Stx2. Das 5 x2-Kohlenhy-
dratdesign war urspriinglich dazu gedacht, zwei Bindungs-
stellen an jeder B-Untereinheit zu besetzen. Allerdings zeigte
die Kristallographie, dass Starfish zwischen zwei Bs-Penta-
meren angeordnet war, wobei jede Gbs-Einheit an nur eine
Bindungsstelle band. Starfish und Daisy (6; Schema 2), ein
dhnliches Konstrukt, bei dem die Gb;-Trisaccharide iiber eine
endstdndige Kohlenhydrateinheit angekniipft sind, wurden
in vivo getestet.""” Bei subkutaner Koinjektion einer letalen
Dosis von Stx1 oder Stx2 zeigte Daisy eine schiitzende Wir-
kung, wogegen Starfish nur gegen Stx1 wirksam war. Die
grofBere Wirksamkeit von Daisy gegen Stx2 wurde der Fle-
xibilitdt des Linkers zugeschrieben, auch wenn dessen Aus-
richtung und hydrophobe Natur ebenfalls eine Rolle gespielt
haben konnten, wie es bei den Gb;-Polyacrylamiden der Fall
war. In einem Mausmodell, das mit dem E.-coli-Stamm
O91:H21 infiziert wurde, schiitzte eine tédgliche subkutane
Dosis von Daisy 24 h nach der Verabreichung der Bakterien
50% der Méuse vor dem Tod. Insgesamt zeigt Daisy in vitro
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eine geringere Wirksamkeit als Starfish, aber iibertrifft es
in vivo, moglicherweise wegen unterschiedlicher pharmako-
kinetischer Profile. Andererseits konnte sich die Biodistri-
bution oder Ausscheidung des Toxins mit Daisy unterschei-
den. Die Autoren verfolgten nur die Wirkung von Starfish auf
die Biodistribution von '*I-markiertem Stx1 und Stx2. Es
wurde gezeigt, dass Starfish die Radioaktivitét in Niere, Hirn,
Milz und Leber fiir Stx1 verringert, nicht aber fiir Stx2.

Ein Kern aus dendritischem Carbosilan wurde auch dafiir
verwendet, Gbs-Trisaccharide in multivalenter Form zu pra-
sentieren."™ Die hexavalente Komponente mit dem Namen
Super Twig(1)6 (7; Schema 2) bot Miusen bei Koinjektion
einer letalen Dosis Stx2 kompletten Schutz.'™! In einem E.-
coli-O157:H7-Infektionsmodell konnte Super Twig Maiuse
schiitzen, wenn es ihnen zweimal téglich injiziert wurde (be-
ginnend am dritten Tag). Hier korrelierten die In-vitro-Bin-
dungsaffinitdten verschiedener Konstrukte wiederum nicht
notwendigerweise mit der Wirksamkeit in vivo. Die Autoren
identifizierten die Fahigkeit des Komplexes, Aufnahme und
Abbau in Makrophagen zu foérdern (vielleicht durch Sca-
venger-Rezeptoren), als einen wichtigen Faktor fiir die In-
vivo-Aktivitdat. Im Vergleich mit einer Injektion des mar-
kierten Toxins alleine konnte Super Twig bei Koinjektion mit
"Bl-markiertem Stx2 die Menge an Radioaktivitiit, die aus
Leber und Milz riickgewonnen wird, tatsdchlich erhohen.
Diese Beispiele demonstrieren, dass eine Bindung in vitro
nicht immer die Wirksamkeit in vivo voraussagt und dass
Parameter wie das pharmakokinetische Profil und das
Schicksal des Toxin bindenden Komplexes genauso wichtig
sind.

2007 wurde ein Fulleren-Glycokonjugat mit fiinf Gbs-
Trisacchariden synthetisiert, aber kein Toxin-Bindungs-Assay
beschrieben.'® Die Funktionalisierung von Oberflichen
oder Goldnanopartikeln mit Gb;-Glycokonjugaten fiihrt auch
zu guten Bindungsaffinitdten, die zur Detektion und Analyse
genutzt werden konnten.'"”? CT aus V. cholerae und das eng
verwandte LT aus E. coli sind beides ABs-Toxine, die auch
Gegenstand zahlreicher Untersuchungen mit dem Ziel waren,
Inhibitoren ihrer Wechselwirkung mit dem natiirlich Rezep-
tor (dem Pentasaccharid GM1) zu finden. Dendrimere
wurden mit GM1 funktionalisiert (8; Schema 3).'%! Die
multivalente Anordnung ergab eine starke Verbesserung ge-
geniiber dem monomeren Liganden alleine. Wegen der
Komplexitdt der GM1-Pentasaccharide wurden einfachere
Molekiile fiir eine multivalente Anordnung erforscht. Das
GM1-Mimetikum 9 (Schema 3), bei dem die Sialinsdure
durch Milchsdure-Einheiten ersetzt und die verzweigte Lac-
tose vereinfacht ist, wurde auf Dendrimere aufgebracht und
erzielte eine wirksamere Hemmung als GM1.'"! Der end-
stindige Galactoserest befindet sich am tiefsten in der To-
xinbindungstasche, und ein einfacher, sternférmig um einen
pentacyclischen Kern angeordneter (3-Galactoserest (10) lie-
ferte ebenfalls eine hohe Bindungsaffinitit, wenngleich noch
immer niedriger als der natiirliche GMI-Ligand!'®
(Schema 3).""" Fiir eine optimale Bindung wurde die Linge
des Linkers in diesem Fall so modifiziert, dass er zur Gro3e
des Toxins passte. 2007 wurde gezeigt, dass Dendrimere mit
vier oder acht Galactoseresten eine inhibierende Wirkung auf
CT #hnlich zu GM1 zeigen.'"""! Vergleichbare Kohlenhydrat-
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Schema 3. Der LT- und CT-Rezeptor GM1 und vereinfachte Analoga.

funktionalisierte Dendrimere wurden auf Oberflidchen ein-
gesetzt, um die Auswirkungen der Multivalenz auf Mikroar-
rays zu testen.''” Eine Studie der Struktur-Wirkungs-Bezie-
hungen zur Identifizierung von verbesserten Liganden ergab,
dass m-Nitrophenyl-a-p-galactosid (MNPG (11); Schema 3)
in einem Verdridngungs-Assay mit LT und CT 100-mal wirk-
samer war als Galactose.l'"®! Zwar ist diese Substanz in ihrer
Wirksamkeit immer noch vier Gréenordnungen von GM1
entfernt, sie bildet aber einen guten Ausgangspunkt fiir das
Design eines multivalenten Bindungsstoffes. Die Présentati-
on von MNPG in einer pentavalenten Form (12) ergab in
einem Verdrdngungs-Assay mit CT tatsichlich eine 260-fach
hohere Affinitdt als der monomere Ligand.'' Allerdings
konnte die optimale Linge des Linker-Arms, der vorher an
das Galactosekonstrukt 10 angepasst worden war, wegen
Loslichkeitsproblemen nicht mit MNPG reproduziert
werden, sodass die Lange von 12 nicht optimal — aber doch
wirksam — war. Eine spétere Studie untersuchte die Wirk-
samkeit von ,nicht iiberspannenden®, divalenten MNPG-
Molekiilen, bei denen der Abstand zwischen den beiden Li-
ganden zu klein ist, um gleichzeitig zwei Bindungsstellen zu
adressieren.'™ Die verbesserte Hemmwirkung des Dimers
gegeniiber jener des Monomers kann in diesem Fall nicht
durch Multivalenz erkliart werden; vielmehr wurde eine ste-
rische Inhibierung als Erkldrung vorgeschlagen. Eine Strate-
gie zur Verbesserung der Bindungsaffinitidt eines Kohlenhy-
drats iiber die Multivalenz hinaus besteht darin, eine zusitz-
liche Bindung mit einem Nichtzuckermolekiil einzurichten,
wie durch das Anhédngen einer Nitrophenolgruppe an die
Galactose zur Bindung von CT und LT demonstriert wurde.
Bei einem kiirzlich vorgestellten, Fragment-basierten Ansatz
wurde ein multivalenter Galactoserest mit angekniipftem
Azid durch Klickreaktionen mit einer Bibliothek einfacher
Alkine umgesetzt.""®! Screening der daraus resultierenden
Bibliothek in einem Verdrdngungs-Assay mit CT erbrachte
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einen im geringen nanomolaren Bereich wirkenden, multi-
valenten Inhibitor (13; Schema 3). Der monomere Ligand
zeigte eine dhnliche Affinitdt wie monomeres MNPG.

Es ist schwierig, Glycopolymere mit kontrolliertem Ab-
stand zwischen den Liganden zu erhalten, wenn der Abstand
grof} ist. Der einzig steuerbare Parameter ist der Funktiona-
lisierungsgrad des Polymerriickgrats, was zu einer Variation
der Abstdnde zwischen den Liganden fiihrt. Synthetische
Glycopeptide, bei denen ein helikales oder ein Random-Coil-
Peptid an speziellen Aminosiduren mit einem Galactoserest
versehen ist, wurden dafiir genutzt, die Abstinde zwischen
den Liganden prizise zu steuern."'”! Diese Glycopeptide
wiesen in einem Verdrangungs-Assay mit CT eine bis zu 340-
fache Steigerung der Inhibierung gegeniiber Galactose auf.
Ein optimaler Abstand von 35 A zwischen Galactoseresten
und eine helikale Konformation der Peptide hatten beide eine
positive Wirkung auf die Hemmung. Kiirzlich wurden diva-
lente Random-Coil-Glycopeptide synthetisiert, um den Ein-
fluss der Ladung des Peptidriickgrats auf die Bindung zu
untersuchen.!® Wie wegen der Prisenz der basischen Ami-
nosdurereste auf der Proteinoberfliche, die die Kohlenhy-
drat-Bindungsstellen umgeben, erwartet, verbesserten nega-
tive Ladungen auf dem Riickgrat die Hemmung der Wech-
selwirkung zwischen CT und dessen Rezeptor.

Keines dieser Molekiile wurde in Zellkultur oder in vivo
getestet; daher bleibt ihre therapeutische Wirksamkeit gegen
CT oder LT unklar. Wie in Abschnitt 1.2 beschrieben, ist
wihrend einer Infektion eine Bindung und Inaktivierung von
CT oder LT mit einem oralen Bindungsstoff duflerst an-
spruchsvoll. Die Bedeutung dieser Untersuchungen liegt
vielmehr in den Kenntnissen, die beziiglich des multivalenten
Designs von wirksamen Proteinbindungsstoffen gewonnen
wurden.

Eine elegante Losung fiir die kontrollierte Anordnung
von Random-Coil-Polymeren besteht darin, ein Templat zu
nutzen, um den Liganden in einer bestimmten Orientierung
vorzuorganisieren. Die  Serum-Amyloid-P-Komponente
(SAP) ist ein pentameres Protein im Blut, das im Menschen
den endogenen Neutralisierungsfaktor fiir Stx2 darstellt.[!")
Dieses Protein zirkuliert in Konzentrationen von ungeféahr
30 mgL~!, allerdings nur im Menschen. Tatsichlich waren
Mause, die zweimal téglich Injektionen mit der menschlichen
SAP erhielten, komplett geschiitzt gegen eine letale Dosis
Stx2, aber nicht gegen Stx1.'! Transgene Miuse, die
menschliches SAP in &dhnlich hohen Konzentrationen wie
beim Menschen exprimieren, iiberlebten bei einer Stx2-In-
fektion viel ldnger als Wildtypmaiuse, unterlagen der Krank-
heit aber letztlich doch. Die Autoren dieser Studie schlugen
vor, dass die Verabreichung von SAP eine moglich Therapie
gegen HUS sein konnte. SAP selbst gilt wegen seines Vor-
kommens in Amyloidablagerungen als therapeutisches Ziel-
molekiil. Eine niedermolekulare Verbindung, die SAP bindet
und seine Anbindung an Amyloidfibrillen blockiert, wurde
identifiziert.'?!! Die Dimerisierung dieses Molekiils ergab
einen Liganden, der das pentavalente Protein in einer dime-
ren Sandwichstruktur anordnen konnte, die schnell iiber die
Leber aus dem Blutkreislauf entfernt wurde. Ein &hnliches
Konzept wurde dazu genutzt, eine Komplexbildung von SAP
mit SLTs oder CT zu erzielen (Schema 4). Eine niedermole-
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kulare Verbindung, die einen SAP-Liganden und MNPG
kombinierte (14; Schema 4), hemmte die Anbindung von CT
an seinen Rezeptor und (was noch wichtiger ist) steigerte in
Gegenwart von SAP ihre Wirksamkeit um beinahe drei
GroBenordnungen.' Ein #hnlicher Ligandentyp wurde
auch fiir die Inhibierung von SLTs entworfen, mit Gb; als
SLT-Ligand und einem Pyruvat-Ketal als SAP-Ligand (15;
Schema 4).1! In diesem Fall wurde auch eine pentavalente
Prisentation des difunktionellen Liganden 15 erforscht (15-
Pentamer; Schema 4). Wie erwartet waren beide Liganden in
einem ELISA-Test wirksam, wobei das Pentamer einen
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Schema 4. A) Templatstrategie, bei der ein zirkulierendes, pentameres
Protein genutzt wird, um einen monomeren oder polymeren difunktio-
nellen Liganden so zu priorganisieren, dass eine effektive Bindung an

die Bs-Untereinheit eines Toxins erméglicht wird. B) Difunktionelle Li-
ganden zur Hemmung von CT und SLT mit SAP-Templat.
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niedrigeren ICs-Wert aufwies und beide in der Gegenwart
von SAP eine deutliche Verringerung des 1Cs,-Wertes zeig-
ten. Die Wirkung von SAP fiir 15 (280-fach) war viel starker
als fiir das 15-Pentamer (35-fach). Da das 15-Pentamer bereits
eine Pentamerstruktur aufweist, wird keine signifikant
hohere Aktivitdt erwartet, die gewohnlich durch das SAP-
Templat entsteht.

Ein verbessertes Design difunktioneller Liganden fiihrte
zu 16, bei dem Gb; und das Pyruvat-Ketal ohne drehbare
Bindungen zwischen den beiden Liganden verbunden
sind.'*! Diese Verinderung fiihrte in Gegenwart von SAP zu
einer 50-fachen Verbesserung des ICs,-Werts mit einer um
ungefihr vier Groflenordnungen verbesserten Inhibierung.
Erstaunlicherweise war diese niedermolekulare Verbindung
in einem Vero-Zell-Zytotoxizitétstest so wirksam wie Starfish
(Schema 2). Wegen seiner schnellen Ausscheidung tiber die
Nieren war 16 im Mausmodell allerdings unwirksam. Acryl-
amidpolymere, die entweder mit 15 oder 16 funktionalisiert
waren, zeigten eine stirkere Hemmung von Stx1 als der
monomere Ligand und eine deutliche Verbesserung in Ge-
genwart von SAP (15-Polymer, 16-Polymer; Schema 4).1%]
Interessanterweise ergab ein Polymer, das eine zufillige
Anordnung von SAP-Ligand und Gb; aufwies, in Gegenwart
von SAP keinerlei Verbesserung der Hemmung. Anders als
monomeres 16 war das 16-Polymer in transgenen Miusen, die
SAP exprimierten, wirksam. Das Polymer hat ein groferes
hydrodynamisches Volumen und tritt wahrscheinlich als
Komplex mit SAP auf, was seine erhohte Zirkulationsdauer
gegeniiber jener von monomerem 16 erkldren wiirde. Das
Polymer konnte in einem Modell, bei dem Starfish den To-
deszeitpunkt nur hinauszdgern konnte, 100 % der Méuse vor
einem Stx1-induzierten Tod schiitzen. Mit Stx2 wurden keine
In-vivo-Experimente durchgefiihrt, da es in Abwesenheit
eines Liganden an menschliches SAP bindet. Das 16-Polymer
beeinflusste die Biodistribution von 'ZI-Stx1, besonders
indem es die Radioaktivitdtsmenge in Nieren und Gehirn
verminderte. Der grof3te Teil des Toxins schien in der Leber
metabolisiert zu werden. Eine Kldrung der genauen Rolle, die
SAP im Zusammenhang mit menschlichen Infektionen spielt,
ist bei der Beurteilung der klinischen Anwendung dieses
Therapieansatzes ausschlaggebend.!*!

2.1.4. Multivalente Peptid-basierte Bindungsstoffe

Kohlenhydrate bieten eine offensichtliche Ausgangsbasis
fiir das Design von Molekiilen, die die Bindung von Toxinen
an ihre Kohlenhydratrezeptoren hemmen sollen, haben al-
lerdings auch Nachteile: Zum einen ist die Affinitdt des mo-
novalenten Liganden fiir das Toxin fast immer gering, was
eine Multivalenz erfordert, um bindende Molekiile mit hoher
Affinitdt zu erhalten. Zum anderen ist es immer noch
schwierig, einige der komplexeren Kohlenhydrate in grof3en
Mengen zu synthetisieren. Eine Alternative besteht darin,
Peptide zu nutzen, die Kohlenhydratepitopen &hneln. Dar-
iiber hinaus sind Peptide einfacher zu synthetisieren, und
Peptidbibliotheken zum Screening lassen sich schnell durch
Festphasensynthese aufbauen. Eine Bibliothek von tetrava-
lenten Peptiden auf einem Lysintrimer wurde auf ihre
Wechselwirkung mit der Bs-Untereinheit von Stx2 unter-
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sucht.'””1 Peptid 17 (Schema 5) schiitzte Miuse, sogar im Falle
einer intragastralen Verabreichung drei Tage nach der In-
fektion mit E. coli O157:H7. Uberraschenderweise verhin-
derte das Peptid nicht die zellulare Aufnahme des Toxins in
den Golgi-Apparat, sondern storte den Transfer zum ER.

. 0
Peptid” (\%kNH

H

N.
(/QS Peptid
q o q ‘ HN S0 o ‘
Peptid” Mﬁku N \ﬂ/k/\/\u)]\(\’)s “Peptid
0 o)

COOCH
17, Peptid = Ac-MAPPPRRRRA-

Schema 5. Tetravalente Prisentation des SLT bindenden Peptids.

Dieses System funktionierte in Mdusen nur intragastral und
nicht intravenos.'*! Bei Studien in einem Modell zur Blut-
vergiftung in nichthumanen Primaten, das einen dem
menschlichen HUS &dhnlicheren Krankheitsverlauf aufweist,
rettete das tetravalente Peptid 17 dennoch Paviane nach in-
travendser Gabe vor einer andernfalls letalen Dosis Stx2.'%]
Wenn 17 in einer Konzentration von 5 mgkg " 24 h nach der
Infektion mit Stx2 bis zum vierten Tag verabreicht wurde,
gefolgt von einer tdglichen Dosis von 1 mgkg™, dann iiber-
lebten drei von vier Pavianen und wiesen geschiitzte Nie-
renfunktionen und stabile Urinausscheidung auf. Dieses
Modell dhnelt zwar humanem HUS, ist aber nicht perfekt und
umfasst keine bakterielle Infektion. Weitere Forschungen in
einem Infektionsmodell sind sicherlich von Interesse, um
solch eine Therapie der klinischen Anwendung niher zu
bringen.

Multivalente Peptide konnen auch als synthetischer
Ersatz fiir wasserlosliche Koderverbindungen genutzt werden
(siche Abschnitt 2.1.2), um eine Protein-Protein-Wechsel-
wirkung zwischen dem Toxin und seinem Rezeptor oder eine
Zusammenlagerung des Toxins zu verhindern. Fiir Anthrax
wurden multivalente Peptide eingesetzt, um Wechselwir-
kungen zwischen PA und Rezeptor sowie zwischen PA und
LeF zu unterbinden. Eine Phagen-Display-Bibliothek wurde
dafiir genutzt, ein dodecameres Peptid zu identifizieren, das
(wenngleich schwach) an PAy; band und dessen Wechselwir-
kung mit LeF in geringem Ausmaf hemmte.*”) Wenn dieses
Peptid an ein Polyacrylamidriickgrat gebunden war, er-
brachte die Multivalenz in einem Zytotoxizititstest eine
Herabsetzung des 1Cs-Werts auf 20 nm, ein Abfall um fast
vier GroBenordnungen. Das Polymer schiitzte Ratten vor
LeT, wenn es ihnen 3-4 min nach der Infektion injiziert
wurde.

Mit einem &dhnlichen Ansatz wurde ein Peptid identifi-
ziert, das an die Rezeptoren TEMS8 und CMG2 auf der
Zelloberfliche bindet.!'"*! Ein Phagen-Display-Selektionsex-
periment fiihrte zu einem Peptid, das die Assoziation zwi-
schen beiden Rezeptoren und PA verhinderte. Multivalenz
wurde dadurch erreicht, dass Liposomen mit mehreren
Kopien des Peptids versehen wurden. Dieses Peptid sollte
eigentlich auf Toxinrezeptoren abzielen und nicht auf das
Toxin selbst. Es stellte sich jedoch heraus, dass die Inhibition
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an Zellen durch sterische Hemmung der LeF-Bindung an das
heptamere PAg; und nicht durch Blockieren der Wechsel-
wirkung zwischen PA und Rezeptor erfolgte. Die Peptidbin-
dungsstelle am Rezeptor iiberlappt vermutlich nicht mit der
PA-Bindungsstelle, sodass die Bindung und Zusammenlage-
rung von PAg; nicht gechemmt werden. Der Komplex ist dann
nicht mehr dazu in der Lage, an LeF zu binden. Um die
Diskrepanzen zwischen den Befunden und dem Phagen-
Display zu erkldren, mutmaften die Autoren, dass die steri-
sche Inhibition des Phagen die PA-Bindung gestort haben
konnte. Dennoch bewahrte eine Koinjektion von LeT mit den
Liposomen Ratten vor dem Tod.

2.2. Hemmung des Toxintransportsystems

Sobald die A-B-Toxine die Endozytose durchlaufen
haben, erreichen sie das Zytosol iiber einen von zwei Wegen:
entweder direkt aus dem Endosom (z.B. Anthrax-Toxin,
Diphtherie-Toxin, TcdA, TcdB) oder aus dem ER nach re-
trogradem Transport ausgehend vom frithen Endosom iiber
das TGN (z.B. CT, SLTs).'*? Der zweite Transportweg
scheint auf Toxinproteine beschridnkt zu sein und bietet daher
einen moglichen Angriffspunkt fiir Inhibitoren.

Die einzigen bekannten Molekiile, die den retrograden
Toxintransport in vivo hemmen, sind Retro-1 und Retro-2 (18
bzw. 19; Schema 6 A).'*¥ Tatsichlich schiitzte die intraperi-
toneale (i.p.-)Injektion von Retro-2 in einer Dosis von nur
2 mgkg~' Miuse vor einer nasalen Infektion mit RT, die in-
nerhalb von 21 Tagen todlich fiir 90 % der Tiere war, wenn es
eine Stunde vor dem Toxin verabreicht wurde. Zudem sind
selbst so hohe Konzentrationen wie 400 mgkg™" in Tieren
nicht toxisch. Retro-1 und Retro-2 scheinen auf die zellulidre
Transportmaschinerie und nicht auf Toxine zu wirken und
haben somit auch das Potenzial, andere Toxine zu hemmen,
die auf den retrograden Transport angewiesen sind. Die Au-
toren demonstrierten zudem, dass in frithen Endosomen die
Relokalisierung des SNARE-Proteins Syntaxin 5 mit einer
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Schema 6. A) Inhibitoren des retrograden Transportwegs, der z.B. von
SLTs genutzt wird. B) 3-Cyclodextrinderivat, das die EF- und LeF-Trans-
lokation durch die heptamere PA-Pore blockiert.
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Blockierung von SLTs zusammenhéngt. Ein besseres Ver-
stindnis des Wirkmechanismus von Retro-1 und Retro-2
kann deren eigentlichen Wirkungsort aufdecken und die
Moglichkeit erdffnen, sie weiter zu optimieren.

2.3. Hemmung der Toxintranslokation

Ein gemeinsames Merkmal von Toxinen des A-B-Typs ist
ihre Fihigkeit, eine enzymatische Doméne in das Zytosol der
Zielzelle zu transferieren. Die Translokation ist eine Abfolge
von Konformationsénderungen des Toxins, die zu einer Ver-
schiebung der katalytischen Doméne von der nichtzytosoli-
schen zur zytosolischen Seite der Plasmamembran fiihrt. Die
Translokation von Toxinen, die in das Zytosol direkt ausge-
hend von den Endosomen eintreten, wird durch eine An-
sduerung der unmittelbaren Umgebung ausgelost; davon
unterscheidet sich die Translokation von Toxinen, die das
Zytosol iiber einen retrograden Transport erreichen, der
durch Chaperone und Translokatoren vermittelt wird.['?
Eine indirekte Inhibierung von A-B-Toxinen, die eine An-
sduerung des Endosoms zur Translokation benétigen, kann
durch die Gabe von Wirkstoffen erreicht werden, die eine
endosomale Ansduerung hemmen; dies ist jedoch wegen der
moglichen Toxizitdtsprobleme einer solchen Therapie keine
praktikable Methode.!'*!

Die Translokation von EF und LeF aus Anthrax wurde
detailliert untersucht, und es wurde eine Reihe von Wirk-
stoffkandidaten entwickelt, die den Translokationsprozess
inhibieren und so die Pathogenese hemmen."*! Ein beson-
ders erfolgreicher Ansatz besteht darin, die Translokation
von EF und LeF dadurch zu inhibieren, dass der Porenkanal
des heptamerisierten PA blockiert wird. Tatséchlich zeigen [3-
Cyclodextrinderivate mit einer siebenfachen Symmetrie, die
der Symmetrie der PA-Pore entspricht, bei Milzbrandinfek-
tionsmodellen in vivo Wirksamkeit.'**! Die neueste Weiter-
entwicklung dieser Idee ist, cyclisches B-Cyclodextrin mit
Peptiden, die spezifisch PA binden, iiber Polyethylenglycol-
(PEG)-Linker zu funktionalisieren (20; Schema 6 B).l*"] Die
Autoren gaben fiir den heptavalenten peptidischen Inhibitor
einen I1C5-Wert von ungefihr 10 nm an, was eine deutliche
Verbesserung gegeniiber dem Wert Amin-funktionalisierter
B-Cyclodextrin-Derivative ist. In-vivo-Untersuchungen mit
dem peptidischen Inhibitor belegten, dass er bei einer Koin-
jektion mit Toxin Ratten vor dem Tod durch Anthrax-Toxin
bewahrte.

AuBler Anthrax bilden A-B-Toxine keine stabilen Poren-
strukturen, durch die die A-Einheit translozieren kann, was es
unmoglich macht, sie auf analoge Weise als Zielorte zu
adressieren. Allerdings erfordert eine Translokation iiber die
ER-vermittelte Degradation einen Entfaltungsschritt, der als
Angriffspunkt fiir Wirkstoffe genutzt werden kann. Bei-
spielsweise wurde nachgewiesen, dass 4-Phenylbuttersdure
das thermische Entfalten und damit auch die Translokation
der Al-Untereinheit von CT verhindert.*®! Dieser Befund
zeigt neue Moglichkeiten zur Inhibierung der Toxintranslo-
kation auf.
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2.4. Hemmung der Toxinprozessierung
2.4.1. Proprotein-Konvertase-Inhibitoren

Proprotein-Konvertasen (PCs) bilden eine neunkopfige
Familie Ca’"-abhiingiger Serin-Endoproteasen, von denen
sieben multibasische Motive als Zielstrukturen aufweisen
(Furin, PC1/3, PC2, PACE4, PC4, PC5/6, PC7).I*¥ Diese PCs
kommen in Sekretions- und Endozytosewegen und an der
Oberfldche von Sédugetierzellen vor und sind daran beteiligt,
Proteinvorstufen durch Spaltung an konservierten Erken-
nungssequenzen zu aktivieren (z.B. R-X-K/R-R{-X).'*]
Furin, ein 96 kDa schweres Transmembran-Glycoprotein
vom Typ I, wurde besonders detailliert untersucht, da es an
zelluldren Prozessen im Zusammenhang mit Wachstum, Ho-
moostase und Krankheit beteiligt ist.'*) Furine und andere
PCs prozessieren Schliisselmolekiile bei Krankheiten, von
Alzheimer bis hin zu Krebs und viralen Infektionen, sowie
Bakterieninfektionen. Wichtige Beispiele von Toxinen, die
von PCs aktiviert werden, sind Anthrax-Toxin, SLTs und
Diphtherie-Toxin (DT, C. diphtheriae). Eine kontrollierte
Hemmung von Furin und anderen PCs wurde als ein mogli-
cher Therapieansatz getestet, um das Fortschreiten der durch
diese Toxine verursachten Krankheiten einzuschrinken.*!
Besonders das Anthrax-Toxin bildet einen vielversprechen-
den Ansatzpunkt fiir solch eine Therapie, da es von PCs an
der Zelloberfliche (oder im extrazelluliren Raum) prozes-
siert wird, im Unterschied zu SLTs und DT, deren Prozes-
sierung intrazellulir erfolgt.”! Diese Methoden werden hier
nur kurz angesprochen, da sie Toxine nur indirekt adressie-
ren.

Die PC-Inhibitoren, die sich bisher als am vielverspre-
chendsten herausgestellt haben, sind kurze Peptide (und ihre
Analoga). Die Kristallstruktur von Furin, das kovalent an den
potenten PC-Inhibitor Decanoyl-RVKR-Chlormethylketon
(21; K;=1nm; Schema 7) gebunden ist, hat viel zur Ent-
wicklung neuer inhibierender Peptide beigetragen, indem sie
die entscheidenden Merkmale des aktiven Zentrums offen-
barte. Ein Ansatz, der sich als vielversprechend fiir die wei-
tere Stabilitdtsverbesserung von peptidischen Inhibitoren
herausstellte, bestand darin, das P1-Arginin von 21 durch
einen decarboxylierten peptidmimetischen Baustein wie 4-
Amidinobenzylamid (22; K;=0.8 nM; Schema 7) zu erset-
zen.'! Dies verringert die Anfilligkeit des Aminosiurerests
fiir einen Abbau durch Carboxypeptidasen und fiihrt zu einer

/\/\/\/\/U\RVK_N Cl 22
H

23

Schema 7. Niedermolekulare Inhibitoren der Autoprozessierung und PC-
vermittelten Prozessierung von Toxinen.
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engeren Bindung mit der aktiven Spalte des Zielenzyms. Der
Verlust einer C-terminalen Ketogruppe macht das Molekiil
auch weniger anfillig fiir eine Racemisierung und einen
nucleophilen Angriff.

Ein Vergleich der Aminosdurereste der katalytischen
Spalte durch homologe Modellierung der sieben PCs ergab,
dass die Untereinheiten S1 bis S5/! hoch konserviert sind.!4!
Dies bedeutet, dass die Peptide mindestens sechs Amino-
sduren lang sein miissen, um ein Mindestmaf3 an Selektivitét
zwischen PCs aufzuweisen. Aktuelle peptidische PC-Inhibi-
toren basieren auf einem erweiterten Spaltungsmotiv eines
Virussubstrats, dem Hémagglutinin aus dem Vogelgrippeer-
reger HSN1.'“! Das neun Aminosiuren lange RAR-
RRKKRT-Peptid mit einer N-terminalen 8-Aminooctanoyl-
gruppe (23; K;=8 nM; Schema 7) verminderte in geringen
Konzentrationen (5 mgkg™ i.p.) die Todesfille bei einem
Lungenmilzbrandmodell in Mausen. 23 wirkte nicht toxisch,
womoglich weil es selektiv Furin inhibierte, was die endogene
Prozessierung durch andere, fiir Homoostase benétigte PCs
ermoglichte.

Alle therapeutischen Ansitze mit PC-Inhibitoren haben
eine gemeinsame Hiirde: die Bewiltigung der funktionalen
Redundanz der PC-Familie bei der Prozessierung von pa-
thogenen und endogenen Substraten. Es bleibt auch abzu-
warten, bis zu welchem Ausmal3 die PC-Inhibition die Pa-
thogenitédt von anderen Toxinen als Anthrax hemmen kann,
beispielsweise von SLTs, bei denen die Zellgidngigkeit des
aktiven Molekiils fiir eine Inhibierung notwendig ist.

2.4.2. Inhibitoren der Autoprozessierung

TcdA und TcdB aus C. difficile miissen prozessiert
werden, um nach der Endozytose die enzymatische Doméne
in das Zytosol freizusetzen; anstatt aber von PCs gespalten zu
werden, spalten sich TcdA und TcdB beide selbst mithilfe
ihrer eigenen CPD."¥ Eine #hnliche CPD wird auch im
MARTX-Toxin aus V. cholerae gefunden.!'*! Ein Peptidderi-
vat wurde kiirzlich entwickelt, um kovalent die CPD von
TcdB zu inhibieren (24; Schema 7)."*! Die Aminosiuren des
Dipeptids sind identisch zu jenen in den Positionen P1 und P2
der natiirlichen CPD-Spaltungsstelle, und die Autoren
fanden, dass die Wirkung der Inhibitoren bei Anbringen einer
sperrigen hydrophoben Gruppe an den N-Terminus hoher
war als fiir den Fall einer kleineren Acetylgruppe. Interes-
santerweise waren Tripeptidinhibitoren weniger wirksam als
Dipeptide. Molekulare Docking-Studien lassen auf minimale
Wechselwirkungen zwischen dem Peptidriickgrat des Inhibi-
tors und der CPD von TcdB schlieen, was bedeutet, dass die
Entwicklung von nichtpeptidischen Inhibitoren, die CPD auf
dhnliche Art binden wie 24, moglich ist. Unter Berticksichti-

[*] Eine verbreitete Nomenklatur zur Beschreibung der Aminosiurese-
quenz in Peptiden relativ zur Spaltungsstelle von Proteasesubstraten
kennzeichnet den Aminosiurerest am N-terminalen Ende der Spal-
tungsstelle als P1. Nachfolgende Aminosiurereste werden mit P2,
P3, ... benannt; die Aminosiurereste am C-terminalen Ende der
Spaltungsstelle werden mit P1’, P2/, ... gekennzeichnet. Die zuge-
horigen Proteasebindungsstellen werden mit S statt mit P bezeich-
net.
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gung der Ahnlichkeit von TcdB- und TcdA-Spaltungsstelle ist
es denkbar, dass 24 auch die Selbstspaltung von TcdA hemmt.

Ein alternativer Ansatz zur Hemmung der Autoprozes-
sierung von TcdA und TcdB besteht darin, eine S-Nitrosy-
lierung des Cysteins im aktiven Zentrum der Toxine zu be-
wirken, einen Vorgang, der vermutlich einen endogenen
Mechanismus zum Schutz des Wirts vor dem Toxin dar-
stellt.™” Die S-Nitrosylierung von TcdB durch S-Nitroso-
glutathion (GSNO), eine endogene Stickstoffmonoxidquelle,
inhibiert die IP6-vermittelte Spaltung von TcdB in vitro. Die
therapeutische Wirkung dieses Blockierungswegs wurde im
CDI-Mausmodell bestitigt, bei dem orale Gabe von
10 mgkg™ GSNO die Uberlebenswahrscheinlichkeit deutlich
erhohte. Die Verabreichung von GSNO in den Blinddarm
und Koinjektion mit 0.25mgkg™' IP6 verbesserten die
Schutzwirkung noch einmal stark. Allerdings ist unklar, bis zu
welchem Grad GSNO im GI-Trakt abgebaut wird oder in
welchem Umfang es mit anderen Proteinen im GI-Trakt
wechselwirkt.

Niedermolekulare Leitverbindungen zur Inaktivierung
von TcdA und TcdB vor deren Internalisierung sind beson-
ders vielversprechend, weil keine Membranpermeabilitét
notig ist, da die Molekiile nur im Lumen des GI-Trakts
wirksam sein miissen. Auerdem konnen hohe Konzentra-
tionen der aktiven Verbindung im GI-Trakt erreicht werden.

2.5. Hemmung der Enzymaktivitdt von Toxinen

Ein weiterer Ansatz zur Inhibition von Bakterientoxinen
ist es, den eigentlichen Ausloser der Zellzerstorung als An-
griffspunkt zu nutzen, d.h. den enzymatischen ,,Gefechts-
kopf“ der Toxine. Bakterielle Toxine konnen in Gruppen
unterteilt werden, die den zelluldren Zielmolekiilen und/oder
den Wirkmechanismen ihrer enzymatischen Doménen ent-
sprechen. Dieser Abschnitt liefert keine vollstindige Auflis-
tung aller enzymatischen Dominen; Beispiele zu enzymati-
schen Sprengkopfen von Toxinen, die entweder keine wich-
tigen Virulenzfaktoren oder keine Toxine vom A-B-Typ sind
(und sich daher auBerhalb des Rahmens dieses Aufsatzes
befinden), sind Phospholipasen, Desamidasen, Proteasen
(auBer Metalloproteasen) und Desoxyribonucleasen.!!

2.5.1. Adenylylcyclase-Inhibitoren

Adenylylcyclase(AC)-Toxine der Klasse IT (auch Adeny-
latcyclase-Toxine genannt) umfassen EF- (B. anthracis) und
Adenylatcyclase-Toxin (CyaA, B. pertussis)."* ACs kataly-
sieren die Bildung von cAMP aus ATP (Schema 8 A).'* Da
cAMP ein wichtiger sekundirer Botenstoff ist, hat eine Er-
hohung seiner Konzentration im Zytosol iiber das physiolo-
gische Niveau vielfiltige potenziell schddliche Auswirkungen,
wie erhohte Ionenstrome und Fliissigkeitssekretion, was
Odeme, Durchfall und eine Beeintrichtigung phagozytoti-
scher Funktionen bewirken kann.”>*% Ca?* und Calmodulin
(CaM) modulieren die AC-Aktivitit von EF und CyaA.l*!

Die bisher entwickelten Inhibitoren der Enzymaktivitét
von AC-Toxinen hemmen entweder die Bindung des Sub-
strats (ATP) an die aktive Bindungstasche (kompetitive
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Schema 8. A) Wirkmechanismus von Adenylylcyclasen. B) Inhibitoren
von Toxin-Adenylylcyclasen.

Inhibitoren) oder die Aktivierung durch CaM (nichtkompe-
titive Inhibitoren)."™ Die Kristallstruktur von EF mit und
ohne CaM fand breite Anwendung fiir die Optimierung des
Designs von EF-Inhibitoren, und die Strukturhomologie der
AC-Domine von EF mit CyaA ldsst darauf schlieen, dass
Inhibitoren, die als Hemmer der AC-Bindungstasche von EF
entwickelt wurden, wahrscheinlich auch CyaA inhibie-
ren,[690.153]

Anthraniloyl-substituierte Nucleotide zeigen eine hem-
mende Aktivitit gegen bakterielle ACs."> Bis-CI-ANT-ATP
(25; Schema 8B) vereint eine sehr hohe Wirksamkeit (K;=
16 nm) gegen CyaA mit 100- bis 150-fach geringerer Wirk-
samkeit gegen Sdugetier-ACs."™ Eine Bissubstitution der
Nucleotide ergibt eine wesentlich hohere Selektivitidt der
Inhibitoren fiir CyaA gegeniiber mACs als eine Monosub-
stitution, da sperrige Gruppen leichter in die grolere CyaA-
Substratbindungstasche eingepasst werden.

Thiophen-Uredoacil-Dichlorid (26; Schema 8B) ist ein
anderer Wirkstoff, der, wie kiirzlich gezeigt wurde, die Akti-
vierung von EF und CyaA durch CaM (ICs,=2 pm fiir EF)
hemmt."*! Ein Teil des Screening-Ansatzes zur Identifizie-
rung dieser Verbindung bestand darin, einen plausiblen Me-
chanismus der Konformationsdnderung zwischen dem inak-
tiven und dem CaM-aktivierten Zustand von EF zu entwi-
ckeln, um eine mogliche Bindungstasche zu identifizieren, die
als Bindungsstelle fiir einen Inhibitor der CaM-Aktivierung
wirken konnte. Inhibitoren fiir die Bindungstaschen statt fiir
die ATP-Bindungsstelle der AC-Toxine haben den Vorteil,
dass sie wahrscheinlich spezifischer und weniger toxisch als
kompetitive Inhibitoren sind, wenn man bedenkt, dass ATP
ein verbreitetes Substrat fiir eine Vielzahl von Enzymen ist.

Ein moglicher Grund fiir die fehlende In-vivo-Validierung
der Inhibitoren von AC-Toxinen ist, dass sie immer mit an-
deren Toxinen zusammen sezerniert werden, die fiir die Vi-
rulenz wichtiger sein konnen. Im Fall vom Anthrax wirken in
Miusen beispielsweise nur sehr hohe ET-Konzentrationen
todlich (ca. 2 mgkg™"), wihrend LeT schon bei ca. 50 pgkg™

Angew. Chem. 2012, 124, 4098 — 4121

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

letal ist.>1¢1% Folglich diirften Inhibitoren von AC-Toxinen
ein groferes Potenzial als Zusatzwirkstoffe denn als alleinige
Wirkstoffe haben.

2.5.2. ADP-Ribosyltransferase-Inhibitoren

ADP-Ribosyltransferase(ADPRT)-Toxine bestehen aus
einer Gruppe von ungefihr 20 Toxinen, die eine enzymatische
Mono-ADP-Ribosyltransferase-Aktivitit aufweisen, aber
sonst nicht strukturell verwandt sind.™ ADPRT-Toxine
binden NAD™, von dem die ADP-Ribose-Einheit auf ein
Akzeptorprotein iiberfithrt wird (Schema 9A).** DT
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Schema 9. A) Wirkmechanismus von ADPRTs. B) Inhibitoren von
Toxin-ADPRTs.

(C. diphtheriae), CT (V. cholerae), LT (E. coli), Exotoxin-A
(P. aeruginosa) und Pertussis-Toxin (PT; B. pertussis) sind
Beispiele fiir ADPRT-Toxine.*” ADP-Ribosylierung steuert
zwar die Funktionen von vielen endogenen eukaryotischen
Enzymen, allerdings zielen ADPRT-Toxine nur auf eine
kleine Untergruppe von diesen ab: Actin und Mitglieder der
G-Proteinfamilie, die heterotrimere G-Proteine (z.B. G, und
Gj), den eukaryotischen Elongationsfaktor 2 (¢éEF2) und Ras-
Proteine (z.B. Rho-Familie der GTPasen) einschlieBen. DT,
Exotoxin-A und Cholix-Toxin (V. cholerae) sind eine Unter-
gruppe von ADPRT-Toxinen, die an ihrer gemeinsamen
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Zielstruktur (eEF2) einen modifizierten Aminosdurerest
(Diphthamid) ADP-ribosylieren, eine Eigenschaft, die dazu
genutzt werden kann, die Inhibitorselektivitit zu verbes-
sern.") ADPRT-Toxine kénnen besonders zytotoxisch sein —
so geniigt ein einziges Molekiil des DT-Fragments, das die
ADPRT-Domine enthilt, um eine Zelle abzutdten.['!
Obwohl die enzymatischen Doménen von ADPRT-Toxinen
vielversprechende therapeutische Angriffspunkte sind, wurde
bisher nur eine begrenzte Zahl von Leitstrukturen mit the-
rapeutischem Potenzial identifiziert.

Die niedermolekulare Verbindung PJ34 (27; Schema 9B)
ist ein unspezifischer kompetitiver Inhibitor der Exotoxin-A-
ADPRT-Aktivitit von P. aeruginosa.'” PJ34 hemmt Exoto-
xin-A wirksam (K;= 140 nm) und ist auch ein Inhibitor von
Saugetier-Poly(ADP-Ribose)-Polymerasen (PARPs) in mu-
rinen Herzinfarktmodellen, wodurch ihm wahrscheinlich die
Spezifitat fir ADPRT-Toxine fehlt, die fiir eine therapeuti-
sche Anwendung nétig sind. Die Kristallstruktur von Cholix-
Toxin-gebundenem PJ34 wurde kiirzlich als Vorlage fiir ein
virtuelles Screening verwendet, um neue Inhibitoren gegen
ADPRT-Toxine zu finden.'""1%! Das Screening wurde mit
einer groen Bibliothek Wirkstoff-dhnlicher kommerzieller
Substanzen und mit einer viel kleineren Bibliothek bekannter
PARP-Inhibitoren durchgefiihrt. Es wurde gezeigt, dass zwei
Verbindungen — 28 und 29 (Schema 9B) — in Zell-Assays eine
hohe Wirksamkeit gegen Cholix-Toxin und ExoA mit einer
geringen Toxizitdt vereinten. Sie konnten die Grundlage fiir
das rationale Design von Inhibitoren mit verbesserter Bin-
dungsaffinitét bilden. Ein Bisubstratanalogon mit Benzamid-
und Guanidineinheiten als Mimetika fiir die Substrate NAD"*
bzw. Arginin (30; Schema 9B) wies einen K;-Wert von 8 pm
gegen CT auf, aber es bleibt abzuwarten, wie sich diese Sub-
stanz in Zell-Assays verhalt.'*¥

Es ist eine anspruchsvolle Aufgabe, spezifische Inhibito-
ren gegen die ADPRT-Doméne von Toxinen zu entwickeln,
da sie — trotz ihrer eingeschrénkten Sequenzidentitit mit der
von endogenen ADPRTS — dhnliche Strukturen in der NAD™*-
Bindungsstelle, dem so genannten Skorpionmotiv, aufwei-
sen.['® Wahrscheinlich ist eine Wechselwirkung mit weniger
konservierten Aminoséureresten jenseits des Skorpionmotivs
notwendig, damit Molekiile zwischen endogenen ADPRTSs
und ADPRT-Toxinen unterscheiden konnen. Neue Fluores-
zenz-Assays fiir das Hochdurchsatz-Screening von Leit-
strukturen sollten zur VergroBerung der derzeit begrenzten
Zahl von ADPRT-Toxin-Inhibitoren beitragen."!

2.5.3. Metalloprotease-Inhibitoren

Bakterien sezernieren vielféltige Zink-Metalloproteasen,
aber nur wenige davon werden als Toxine des A-B-Typs
klassifiziert (das Neurotoxin aus Clostridium tetani (TeNT)
und die Neurotoxine aus Clostridium botulinum (BoNTs),
LeT aus Bacillus anthracis und Fragilysin aus Bacteroides
fragilis)."'*"l Es ist bemerkenswert, dass die beiden wirk-
samsten der bekannten Bakterientoxine, die clostridialen
Neurotoxine (CNTs) BoNT Serotyp A (BoNT/A) und TeNT,
Metalloproteasen sind.'**!*®! Rekombinantes B. anthracis,
das LeF mit einer katalytischen Punktmutation in der Me-
talloproteaseregion produziert, totet Méuse nicht, was darauf
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schlieBen ldsst, dass die Inhibierung der Metalloproteasen-
aktivitit ein vielversprechender Ansatz zur Behandlung von
Milzbrand ist."®) Anthrax-LeT und -BoNTs (beides biologi-
sche Waffen der Kategorie A) sind diejenigen Metallopro-
teasetoxine, die in den letzten Jahren die populérsten Ziel-
gruppen fiir die Inhibitorentwicklung bildeten; sie stehen im
Mittelpunkt dieses Abschnitts.'’”! Metalloproteasetoxine
weisen alle ein streng konserviertes, Zink bindendes
HEXXH-Motiv auf, zeigen aber (auBer im Falle von CNTs)
keine ausgeprigte Sequenzhomologie jenseits dieses Mo-
tivs."+1" Tatszchlich sind die Sequenzen der CNTs BoNT/B
und TeNT zu mehr als 50% identisch, und alle CNTs adres-
sieren mit dhnlichen Mechanismen Proteine, die Teil des
neuronalen SNARE-Komplexes sind, was letztlich die Frei-
setzung von Acetylcholin in der motorischen Endplatte
hemmt.'?! C. botulinum produziert sieben verschiedene Se-
rotypen von BoNT (A-G), jedoch sind nur vier davon (A, B,
E und F) im Menschen Erreger des Botulismus. Versuche,
Inhibitoren gegen BoNTs zu entwickeln, konzentrieren sich
hauptsidchlich auf BoNT/A, da es am wirksamsten ist und es
die lingste Halbwertszeit fiir die Inhibierung der Neuro-
transmitter-Freisetzung aufweist (#, > 31 Tage).!'"!
Molekiile, die eine Metall chelatisierende Hydroxamséu-
re enthalten, zeigten sich als besonders wirkungsvolle Inhi-
bitoren der Metalloproteaseaktivitit von BoNTs und
LeF."%173] Iy Falle einer subkutanen Koinjektion mit Ci-
profloxacin schiitzte das Sulfonamid-basierte Hydroxamat 31
(Schema 10) alle Kaninchen, die in einem so genannten
,Punkt ohne Wiederkehr“-Modell getestet wurden, wogegen
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Schema 10. Inhibitoren von Metalloproteasetoxinen.
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Ciprofloxacin alleine nur 50 % der Kaninchen vor dem Tod
bewahrte.”! 31 bindet die LeF-Metalloproteasendomine
kompetitiv (K;=24 nm), wobei der Hydroxamsiurerest als
zweizdhniger Ligand an das Zinkion koordiniert.*®! Die
Bindungstasche von LeF auf der S1'-Seite ist kleiner und
enger als die der Matrix-Metalloproteasen und umschlieB3t
fest den aromatischen Molekiilrest, was sie selektiv fiir LeF
gegeniiber Matrix-Metalloproteasen sowie einigen anderen
endogenen Proteasen und Protease-dhnlichen Enzymen
macht.'™ Pharmakokinetische Parameter fiir 31 wurden auch
in einigen préklinischen Studien bestimmt, deren Ergebnisse
vermuten lassen, dass 31 sogar oral verabreicht werden
konnte. In neuerer Zeit wurden Strukturmodifikationen von
31 getestet, die eine verbesserte Wirksamkeit in vivo erge-
ben."™ Eine Optimierung erbrachte Verbindung 32
(Schema 10) mit einem stark verbesserten K-Wert (0.24 nm),
die nach einer LeT-Infektion in Konzentrationen von
2.5 mgkg™! alle getesteten Ratten vor dem Tod bewahrte.['™"!

Hydroxamate ergaben auch ermutigende Befunde in vivo
als Inhibitoren der Metalloproteasenaktivitit von BoNTs.
Eine Computer-gestiitzte Optimierung mit einem ,,Kation-
Dummy-Atom“(CaDA)-Ansatz wurde zur Entwicklung von
F4H verwendet, einem mikromolaren Inhibitor von BONT/A
(33; Schema 10).["! Eine i.p.-Vorbehandlung mit F4H 30 min
vor der Toxin-Infizierung bewahrte samtliche Maduse 12 h
nach der Infektion mit BoONT/A vor dem Tod, wihrend im
gleichen Zeitraum nur 40% der unbehandelten Maiuse
iiberlebten.”® F4H hat eine relativ lange Halbwertszeit in
Miusen (., = 6.5 h). Es ist jedoch unklar, ob F4H die Miuse
vor BoNT/A schiitzt, indem es extrazelluldres Toxin bindet
oder indem es direkt in betroffenen Neuronen auf das Toxin
wirkt.'®! Es bleibt aber noch zu zeigen, in welchem AusmaB
F4H endogene Matrix-Metalloproteasen hemmen kann, auch
wenn das Molekiil keine akute Toxizitédt in vivo zu haben
scheint.

Der Einsatz von Rhodaninderivaten als Inhibitoren von
LeF und BoNT/A wurde ebenfalls schon untersucht."’”! Ein
Pyrazolderivat von Rhodanin (34; Schema 10) inhibierte in
geringer mikromolarer Dosis kompetitiv BoNT/A und LeF
und erhohte bei einer Behandlung 24 h nach der Exposition
die Uberlebensrate von Miusen, die mit Sterne-Sporen von
B. anthracis infiziert waren. Anzumerken ist jedoch, dass
Rhodanine wegen ihrer hohen Reaktivitdt mit Proteinen und
Interferenz in photometrischen Assays ungewohnlich hiufig
Treffer bei Hochdurchsatz-Screenings ergeben.'’® Das Po-
tenzial von Rhodaninen als therapeutische Molekiile muss
daher durch strenge Selektivitits- und Toxizitétstests iiber-
priift werden.

Peptid-dhnliche Verbindungen, die analog zu Aminosiu-
reresten rund um die leicht spaltbare Bindung des BoNT/A-
Substrats (SNAP-25) enworfen wurden, inhibieren bakteri-
elle Metalloproteasen in vitro (z.B. 35; Schema 10).'”! Die
aus Strukturuntersuchungen gewonnenen Erkenntnisse zur
Konformation und den chemischen Kontakten mit der Ziel-
struktur konnen zur Datensuche in virtuellen Bibliotheken
niedermolekularer Verbindungen genutzt werden, mit dem
Ziel, Substanzen zu finden, die die Wirksamkeit der Peptid-
dhnlichen Verbindungen mit den Wirkstoff-dhnlichen Quali-
taten von nichtpeptidischen niedermolekularen Verbindun-
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gen vereinen.”! Ein Beispiel fiir eine entsprechende Opti-
mierung von Leitstrukturen sind die Regioisomere 36 und 37
(Schema 10), die ersten nicht Zink koordinierenden, nicht-
peptididischen, niedermolekularen Inhibitoren von BoNT/A,
die in submikromolarer Dosis in vitro wirksam sind.['®"

Eine systematische Untersuchung der Auswirkungen der
Peptidldange auf die hemmende Wirkung gegen BoNT/A hat
kiirzlich belegt, dass ein einfaches Tetrapeptid ausreicht, um
kompetitiv BONT/A mit hoher Wirksamkeit zu inhibieren.'s!)
Das Tetrapeptid RRGC (K;=158 nM) ahmt die ersten vier
Aminosédurenreste des endogenen Substrats, QRATKM, nach
und wirkt daher auf wirklich kompetitive Weise. Das Tetra-
peptid verhielt sich spezifisch gegen BoONT/A und hemmte in
mikromolaren Konzentrationen die BoNT/A-vermittelte
Spaltung von SNAP-25 in mehreren Tests, die motorische
Neuronen von Hithnern sowie primire zerebrale Neuronen
von Miusen und Ratten verwendeten. Auflerdem wies das
etwa 500 Da schwere Tetrapeptid giinstige Wirkstoff-dhnliche
Merkmale auf, z.B. hohe Wasserloslichkeit, Widerstandsfa-
higkeit gegen intrazelluldre Proteasen, gute Zellgéngigkeit
wegen seines kationischen Charakters und geringe Toxizitét
(bei 600 um), wodurch es zu einer vielversprechenden thera-
peutischen Leitstruktur wird.

2.5.4. RNA-N-Glycosidase-Inhibitoren

Shiga-Toxine und SLTs, die von S. dysenteriae bzw. E. coli
produziert werden, sind die am héaufigsten untersuchten
Bakterientoxine mit einer RNA-N-Glycosidase-Aktivi-
t4t.>1¥2 Sje sind Ribosom inhibierende Proteine (RIPs), die
wirken, indem sie eine Adeningruppe in einer hoch konser-
vierten Sequenz von 28S-ribosomaler RNA spalten, wodurch
die Elongationsfaktor-1-abhéngige Bindung von Aminoacyl-
tRNA an Ribosomen und letztlich die Proteintranslation
unterbunden werden (Schema 11 A).F>*3 Der Wirkmecha-
nismus ist dem der strukturell eng verwandten RTs sehr
dhnlich.["*

Die Schwierigkeit bei der Entwicklung von kompetitiven
Inhibitoren der RNA-N-Glycosidasewirkung des Toxins be-
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Schema 11. A) Wirkmechanismus von RNA-N-Glycosidasen. B) Inhibi-
toren von toxischen RNA-N-Glycosidasen.
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steht darin, dass beim Nachempfinden des endogenen Sub-
strats (Adenin) Molekiile entstehen, die nicht die fiir den
therapeutischen Gebrauch geforderte Loslichkeit und Wirk-
samkeit aufweisen. Zudem ist das aktive Zentrum der RNA-
N-Glycosidasetoxine sehr grof3, was es zu einer schwierigen
Zielstruktur fiir die Wirkstoff-Entwicklung macht.**! Eine
neue Studie ergab, dass die bisher wirkungsvollsten Inhibi-
toren von Stx1Al und RT in vitro (38; ICs,~30 um; Sche-
ma 11B) in Zell-Assays nur moderat wirkten, was auf die
schlechte Loslichkeit der Substanz zuriickgefithrt werden
konnte.'"™! Dieses Molekiil wirkt ihnlich wie 39 (Sche-
ma 11B), ein anderer Inhibitor von Stx1A1 und RT, indem es
mit der Zielstruktur wechselwirkt, wenn sich das Enzym in
einem geschlossenen oder inaktiven Zustand befindet.['s”]
Eine Bindung im geschlossenen Zustand bietet eine be-
grenztere Oberfldche fiir spezifische Wechselwirkungen als
eine Bindung in der offenen Konformation, bei der Adenin
endogen aufgenommen wird."® Kiirzlich wurde virtuelles
Screening zur Untersuchung der Strukturunterschiede zwi-
schen offenen und geschlossenen Konformationen von SLTs
und RT genutzt, um neue Inhibitoren zu identifizieren, die
anschlieBend in Zell-Assays untersucht wurden."®! Eine der
wirksamsten identifizierten Substanzen, 40 (ICs,~ 200 pm;
Schema 11B), hemmte RT in einem Zell-Assay, versagte aber
beim Inhibieren von Stx1Al und war in Konzentrationen
uber 30 um zytotoxisch.

Die Autoren einer Studie, die einen dhnlichen Ansatz zur
Validierung von Leitstrukturen nutzt, warnen, dass Luzife-
rase-Assays, die manchmal fiir ein zellfreies Screening von
Leitsubstanzen verwendet werden, falsch-positiv Ergebnisse
liefern koénnen, da die Strukturen von Leitsubstanz und D-
Luciferin (dem Substrat der Firefly-Luziferase) einander
dhneln.!'® Die Entwicklung robusterer Hochdurchsatz-
Screenings fiir Inhibitoren von RNA-N-Glycosidasetoxinen
konnte dementsprechend zur Entdeckung neuer Leitsub-
stanzen beitragen. Bei der Maximierung der Inhibitor-Ziel-
struktur-Wechselwirkung zur Steigerung der Affinitit einer-
seits und dem Erzielen eines Wirkstoff-dhnlichen niedermo-
lekularen Inhibitors gegen RNA-N-Glycosidasetoxine an-
derseits muss man offensichtlich Kompromisse eingehen,
aber die zuvor erwéhnten Leitstrukturen bieten eine Grund-
lage fiir weitere Entwicklungen.

3. Zusammenfassung und Ausblick

Der Erfolg von Antibiotika bei der Behandlung bakteri-
eller Infektionen ist unbestritten, allerdings werden wirksame
Therapien durch eine gleichzeitige Zunahme von Antiobio-
tikaresistenzen und eine sinkende Zahl neuer marktfihiger
Medikamente erschwert. Aulerdem sind Antibiotika nicht
immer gegen Toxin produzierende Bakterien wie EHEC und
V. cholerae wirksam. Seit dem Beginn der Verabreichung von
Toxinantiserum und dem neueren Erfolg von Antikoérpern
und Impfungen ist der Nutzen von Therapien gegen Bakte-
rientoxine ldngst anerkannt, und dank den mittlerweile ge-
wonnenen Erkenntnissen iiber die Wirkmechanismen von
Bakterientoxinen ist das Interesse an dem Gebiet wieder er-
wacht. Die Adressierung von Toxinen hat bereits bedeutende
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Kenntnisse tiber die Wechselwirkungen von Molekiilen mit
Proteinen, besonders hinsichtlich der Multivalenz, erbracht.
Allerdings gilt es noch einige Hiirden zu iiberwinden, wenn
einige dieser Strategien zu Therapien weiterentwickelt
werden sollen.

Bei der Entwicklung neuer Molekiile fiir therapeutische
Zwecke werden die Aspekte des Wirkstoff-Transports, wie
Permeabilitdt, Loslichkeit und Eliminierung, in der akade-
mischen Forschung zu oft ignoriert. Der fehlende Zusam-
menhang zwischen der Wirksamkeit in vitro und in vivo, der
oft bei Bakterientoxin bindenden Stoffen beobachtet wird,
lasst darauf schlieBen, dass das Schicksal der Wirkstoff-Toxin-
Komplexe in die Uberlegungen mit einbezogen werden muss.
Zum Beispiel konnte ein gezieltes Angreifen von Clearance-
Wegen, wie den makrophagischen Scavenger-Rezeptoren,
eine interessante Forschungsrichtung sein. Im Falle von Mo-
lekiilen, die Toxine im GI-Trakt binden sollen, spielt die
Ausscheidung keine Rolle, aber die harsche Umgebung und
die physikalische Barriere der schiitzenden Schleimschicht
um die Enterozyten sollten bei der Wirkstoff-Entwicklung
frith beriicksichtigt werden.

Einige Enzymklassen sind von Natur aus schwierige
Zielstrukturen. Zum Beispiel sind die Glucosyltransferase-
doménen von C.-difficile-TcdA und -TcdB zwar interessante
Zielstrukturen, allerdings ist die Entwicklung von Inhibitoren
schwierig, da das Imitieren der UDP-Glucose-Substrate
Molekiile mit schlechten Wirkstoff-dhnlichen Merkmalen
liefert. Dementsprechend konnte eine Losung des allgemei-
nen Problems der Entwicklung von Glycosyltransferase-
Inhibitoren zu neuen Wirkstoffen gegen TcdA und TcdB
fithren. Der Einsatz von Peptiden, die an das aktive Zentrum
binden, konnte den Durchbruch auf diesem Gebiet brin-
gen.'"™ Ganz #hnlich sind RNA-N-Glycosidasen vielver-
sprechende, aber schwierige Zielverbindungen. Im Falle der
ADPRT-Toxine besteht die grofite Schwierigkeit darin, eine
Selektivitit fiir die Toxine gegeniiber endogenen ADPRTSs zu
erreichen. Die weitere Verbesserung des Durchsatzes sowie
eine Verringerung der Zahl falsch-positiver Befunde bei
Enzym-Assays fiir das Inhibitor-Screening sind entscheidend
fiir die Entdeckung potenter Inhibitoren enzymatischer To-
xinkomponenten.

Wie wir in diesem Aufsatz immer wieder angedeutet
haben, sind zudem nicht alle Toxine klinisch relevante Ziel-
strukturen. Zum Beispiel ist EF aus B. anthracis als Ursache
von Krankheitssymptomen und Tod wahrscheinlich weniger
wichtig als LeF. Ebenso wissen wir nun, dass TcdB aus
C. difficile nicht ignoriert werden kann, da es bei der Patho-
logie mindestens genauso wichtig ist wie TcdA. Der sozio-
okonomische Zusammenhang der Krankheit muss ebenfalls
in die Uberlegungen mit einbezogen werden. Auch wenn die
Wissenschaft idealerweise frei von solchen Zwéngen sein
sollte, ist klar, dass eine komplexe und teure Choleratherapie
angesichts einfacherer und billigerer Alternativen wie einer
Rehydrierungstherapie wahrscheinlich kaum grofSen Erfolg
haben wird. Analog sind komplizierte Synthesen ein erheb-
liches Hindernis bei der kommerziellen Entwicklung von
komplexen Makromolekiilen, selbst bei Krankheiten, von
denen Industrielédnder betroffen sind.
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Die Tatsache, dass in letzter Zeit eine Reihe von Misser-
folgen bei fortgeschrittenen Wirkstoff-Kandidaten zu ver-
zeichnen war, zeigt, dass es ebenfalls immens wichtig ist, bei
der Therapieplanung den Zeitpunkt und den Ort der Toxin-
freisetzung zu beriicksichtigen. Zum Beispiel ist die Therapie
gegen SLTs bei HUS teilweise deshalb schwierig, weil das
therapeutisch mogliche Fenster sehr klein ist.

Wir erwarten, dass neue mechanistische Einblicke in die
Wirkweise der Toxine den Zugang zu neuen und wirkungs-
volleren Therapien eroffnen werden. Zum Beispiel konnte
eine Identifizierung der Rezeptoren fiir TcdA und TcdB aus
C. difficile niitzliche Informationen fiir das Inhibitor-Design
liefern. Chemiker kénnen hier durch die Entwicklung che-
mischer Hilfsmittel zu neuen Erkenntnissen beitragen und
dieses Wissen nutzen, um innovative Strategien gegen diese
Krankheiten zu entwerfen. Die enorme Zahl der bakteriellen
Toxine, zusammen mit unseren vertieften Kenntnissen ihrer
Pathogenese, sollte ein fruchtbares Feld fiir die zukiinftige
akademische Forschung zur Verfligung stellen.

Abkiirzungen

AC Adenylylcyclase

ADP Adenosindiphosphat

ADPRT  ADP-Ribosyltransferase

BoNT Botulinum-Neurotoxin

CaM Calmodulin

CDI C.-difficile-Infektion

CDT C.-difficile-Transferase

CMG2 Capillary Morphogenesis Protein 2
CNT clostridiales Neurotoxin

CPD Cysteinproteasedoméne

CT Cholera-Toxin

CyaA Adenylatcyclase-Toxin

DT Diphtherie-Toxin

eEF2 eukaryotischer Elongationsfaktor 2
EF Edema Factor

EHEC enterohdmorrhagisches E. coli

ET Edema Toxin

ETEC enterotoxigenes E. coli

GI gastrointestinal

GT Glucosyltransferase

HUS hidmolytisches urdmisches Syndrom
ip. intraperitoneal

LeF letaler Faktor

LeT letales Toxin

LT hitzelabiles Toxin

MKK Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase
MNPG m-Nitrophenyl-o-D-galactosid

PA protektives Antigen

PARP Poly(ADP-Ribose)-Polymerase
PC Proprotein-Konvertase

RT Ricin-Toxin

SAP Serum-Amyloid-P-Komponente
SLT Shiga-dhnliches Toxin

SLT Shiga-Toxin

TcdA C.-difficile-Toxin A

TcdA C.-difficile-Toxin B

Angew. Chem. 2012, 124, 4098 — 4121

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

TEMS8 Tumor Endothelial Marker 8
TeNT Tetanus-Neurotoxin
TGN trans-Golgi-Netzwerk
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